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Lyhenteet  
 
AGE  Agaroosigeelielektroforeesi 
AGP  Arabinogalaktaaniproteiini 
CBM Carbohydrate binding module, hiilihydraatin sitoutumisyk-
sikkö 
CDTA Cyclohexane-1,2-diaminetetra-acetic acid, sykloheksaani-
1,2-diamiinitetraetikkahappo 
CoMPP Comprehensive microarray polymer profiling, kattava poly-
meerien määritys mikrokalvoanalyysilla 
CTL  Chitinase-like, kitinaasin kaltainen 
GlcNAc  N-asetyyliglukosamiini 
LCC  Lignin-carbohydrate complex, ligniinihiilihydraattiyksikkö 
mAb Monoclonal antibody, yhdelle antigeenille spesifinen vasta-
aine 
NOD  Nodulation, nystyrä 
PR  Pathogenesis-related, patogeneesiin liittyvä 
SDS-PAGE Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis, 
natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektrofo-
reesi 
 
Käsitteet 
 
Abioottinen  Elotonta materiaalia tarkoittava 
Anomeeri Sokerin rengasmuodon diastereomeeri (ei-peilikuvaiso- 
meeri, isomeeri = orgaaninen yhdiste, jossa atomien määrä 
on sama mutta sijainti erilainen), jolla vain yhden hiilen kon-
figuraatio on erilainen 
Bioottinen  Elävien organismien aikaansaama 
Deglykosylaatio Glykosylaation (hiilihydraattirakenteen) poisto 
Denaturointi Orgaanisen yhdisteen luontaisten ominaisuuksien (raken-
teen, liukoisuuden ym.) muuttaminen palautuvasti tai palau-
tumattomasti 
Dimeeri  Kahden molekyylin yhteenliittymä 
Ektooppinen  Sijainniltaan virheellinen, normaalista poikkeava 
Elektroporaatio Geenitekninen menetelmä, jossa solususpensioon johdettu 
sähköpulssi tekee solukalvoon reiän, josta suspensioon li-
sätty DNA menee solun sisään 
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Elisitointi Kasvin fysiologisten tai morfologisten puolustusvasteiden ku-
ten fytoaleksiinien tuotannon herättäminen erilaisten fysi-
kaalisten tai kemiallisten tekijöiden avulla 
Epitooppi  Antigeenin määritysryhmä; kohta, johon vasta-aine sitoutuu 
Eluaatti Kromatografiapylväästä vapautunut yhdiste eluentissa (liik-
kuvassa faasissa) 
Etioloitunut Pimeässä tai heikossa valossa kasvanut vaalea, pienilehtinen, 
pitkä- ja hentovartinen (kasvi) 
Fukosylaatio  Fukoosisokerin liittäminen 
Heterologinen tuotto Tuotto vieraassa lajissa 
Homopolymeerinen Samanlaisista polymeerialayksiköistä koostuva 
Hydrolyysi Aineiden kemiallinen hajottaminen veden osallistuessa reak-
tioon 
Indusointi Toiminnan (esim. entsyymien tuotannon) alkuunpaneminen 
tai edistäminen jonkin tekijän (indusorin) toimesta  
Inhibiittori  Ehkäisijä, estäjä 
Inkuboida Haudottaa, viljellä (tietyssä ajassa, lämpötilassa, valotasossa, 
kosteudessa, CO2-pitoisuudessa ym.) 
In situ -hybridisaatio Nukleiinihapposekvenssien tunnistus solukosta/kudoksesta 
In vitro  Lasissa, pullossa, koeputkessa eliöstä/solusta irrotettuna 
Isoelektrinen piste pH-arvo, jossa amfolyyttien, kuten proteiinien ja aminohap-
pojen, positiivisten ja negatiivisten varausten summa on pie-
nimmillään tai nolla 
Kallus Kasvien aktiivisesti jakaantuva, erilaistumaton solukko, jota 
muodostuu esimerkiksi haavakohtiin tai solukkoviljelmissä 
Katalyysi Yhdisteen hajoamiseen jonkin aineen (katalysaattorin) vaiku-
tuksesta niin, ettei katalysaattori itse muutu  
Kinaasi  Fosfaattiryhmän siirtäjänä toimiva entsyymi 
Knock-out -mutantti Organismi, jonka mutatoitunut geeni ei toimi, eikä geenituo-
tetta näin synny 
Koetin Soluun tai sen osarakenteeseen kokeellisesti liitettävä värilli-
nen, radioaktiivinen tai fluoresoiva molekyyli, joka tunniste-
taan koeoloissa 
Kompetentti  DNA:ta vastaanottamaan kykenevä (solu) 
Konfiguraatio Kolmiulotteinen järjestyneisyys   
Konservoitunut Rakenne tai toiminto, joka on evoluution kuluessa säilynyt 
samankaltaisena eri lajeissa ja eliöryhmissä 
Ligaatio  DNA:n yhteenliittäminen (DNA-ligaasientsyymillä) 
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Megagametofyytti Alkiorakko, naarasalkeisvarsikko, koppisiemenisen kasvin 
emiön sikiäimen siemenaiheen monitumainen rakenne sie-
menaiheen sisällä 
Metaksyleemi Johtosolukoiden erilaistuessa kärkikasvupisteessä alkuvai-
heessa syntyvän primaarisen puun (protoksyleemin) myö-
hemmin korvaava kestävämpi puusolukko 
Oligomeeri Pienikokoinen polymeeri, alle 20 monomeeriyksikön muo–
dostama yhdiste 
Oligosakkaridi 3─10 monosakkaridiyksiköstä muodostunut hiilihydraatti 
Patogeeni  Tautia aiheuttava mikrobi 
Patogeneesi  Taudin synty ja kehitys 
Plasmidi Autonominen kromosomiin kuulumaton periytyvä tekijä, it-
senäisesti monistuva rengasmainen DNA-molekyyli 
Protoksyleemi Johtosolukoiden erilaistuessa kärkikasvupisteessä alkuvai-
heessa syntyvä primaarinen puusolukko 
Protoplasti  Soluseinätön solu, jossa solukalvo on ulkopintana 
Renaturaatio Denaturaation vastareaktio, jossa proteiinien rakenne palau-
tuu 
Reseptori Solun selektiivisesti jonkin aineen molekyylejä sitova ra-
kenne, sitoutumista seuraa jokin spesifinen reaktio 
Resiini  Kromatografiassa pylvääseen pakattu kiinteä faasi 
Substraatti Yhdiste, johon entsyymi kiinnittyy ja jota se raktiossa muok-
kaa 
Supernatantti Sentrifugoitaessa sedimentoituneen aineksen päälle jäävä 
nestekerros 
Suspensio Liukenemattoman kiinteän aineen ja nesteen seos, josta kiin-
teä aine voidaan erottaa sentrifugoiden tai seisottaen 
Transglykosylaatio Sokeriryhmän siirtäminen molekyyliltä toiselle 
Transkripti RNA-sekvenssi, johon DNA:n informaatio on transkriptiossa 
kopioitu  
Transkriptionaalinen Transkriptioon eli DNA-informaation kopioitumiseen RNA:lle 
liittyvä 
Vektori Geenitekniikassa käytetty DNA:n kuljettaja, usein plasmidi tai 
virus 
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1 Johdanto 
 
Solunulkoista ligniiniä tuottavassa kuusen (Picea abies) solususpensioviljelmässä on to-
dettu voimakasta kitinaasigeenien ilmenemistä (Sundberg, Kärkönen ja Teeri 2010, jul-
kaisematon) sekä kitinaasiaktiivisuutta (Porkka ym. 2013). Koska kasvien on havaittu 
tuottaneen kitinaaseja abioottisten ja bioottisten stressitilanteiden lisäksi myös kasvuun 
ja kehitykseen liittyvissä vaiheissa (Egertsdotter ym. 1995, Domon ym. 2000, van Hengel 
ym. 2002, Wiveger ym. 2003, von Arnold ym. 2005), ja kitinaasien kaltaisten geenien on 
huomattu olevan välttämättömiä selluloosasynteesissä, soluseinien ja johtosolukon ke-
hityksessä sekä vaikuttavan ligniinin sijoittumiseen solukoissa (Johnston 2001, Zhong 
ym. 2002, Hossain ym. 2010, Sanchez-Rodriguez ym. 2012, Wu ym. 2012 ja 2013), on 
mahdollista, että aseptisen solukkoviljelmän kitinaasit ja kitinaasien kaltaiset entsyymit 
käyttävät substraattinaan jotakin muuta kuin patogeenin kitiiniä ja että solunulkoisen 
ligniinin tuotanto liittyy kitinolyyttisten entsyymien ilmenemiseen. Tutkimuksessa tes-
tattiin hiilihydraattimikrokalvomenetelmällä (carbohydrate microarray) erilaisia 
substraattivaihtoehtoja kuusen solukkoviljelmästä eristetyille kitinaaseille sekä hetero-
logisesti tuotetulle kitinaasille ja kuusipuussa ilmenevälle kitinaasin kaltaiselle entsyy-
mille. Substraattitestaus tapahtui Kööpenhaminan yliopistossa kasviglykobiologian 
osastolla professori William G. T. Willatsin ryhmän kehittämällä menetelmällä. Ki-
tinaasien ja kitinaasien kaltaisen entsyymin ominaisuuksien ja substraattivaihtoehtojen 
kartoittamisella pyrittiin selvittämään kitinolyyttisten entsyymien merkitystä kuusi-
solususpensioviljelmässä ja niiden mahdollista yhteyttä soluseinän kehitykseen.   
 
2 Kirjallisuuskatsaus 
 
2.1 Kitinaasientsyymit ja niiden substraatit 
 
Kitinaasit ovat glykosyylihydrolaasientsyymejä, jotka katalysoivat homopolymeerisen ki-
tiinin β-1,4-N-asetyyliglukosamiini (GlcNAc) -yksiköiden pilkkoutumista glykosidisidok-
sistaan yleensä dimeerisiksi oligosakkarideiksi (kuva 1) (Hoell ym. 2010). Kitiiniä ei tavata 
kasveissa, mutta bakteerit, joidenkin sienien ja levien soluseinät ja selkärangattomien 
eliöiden kuoret sisältävät sitä runsaasti. Kitiini ja selluloosa muistuttavat toisiaan, mutta 
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kitiinillä asetamidiryhmä korvaa selluloosan glukoosiyksikön C2-asemassa olevan hyd-
roksyyliryhmän (Jang ym. 2004). Luonnon kitiinit ovat veteen liukenemattomia, ja ne 
koostuvat kitiinikuitujen lisäksi usein kovalenttisesti sitoutuneista proteiineista tai glu-
kaaneista sekä kalsiumkarbonaatista (Stoykov ym. 2015). Kitiiniketjut ovat pakkautu-
neet joko vuorottain erisuuntaisesti 18 tai 25 ketjun kuiduiksi niin sanotuksi α-kitiiniksi, 
yhdensuuntaisesti β-kitiiniksi tai γ-kitiiniksi niin, että joka kolmas ketju on kahteen edel-
liseen nähden erisuuntainen (Gardner ja Blackwell 1975, Minke ja Blackwell 1978, Atkins 
1985).  
 
Kuva 1. Kitiiniketjun toistojakso. 
 
Kitinaasisubstraattina voi toimia myös kitiinin deasetyloitu muoto, kitosaani sekä kito-
saanin johdannainen, glykolikitosaani (Brunner ym. 1998, Libantova ym. 2009). Muita 
tunnettuja kitinaasisubstraatteja ovat juurinystyrä (nodulation, NOD) -tekijöiden lipo-
kito-oligosakkaridit, joissa N-asetyyliglukosamiinitetrapentameerirungon toisessa 
päässä N-sitoutunut rasvahappo korvaa asetyyliryhmän, ja bakteriaalinen peptidogly-
kaani, joka on β-1,4-N-asetyyliglukosamiini- ja N-asetyylimuramiinihappoyksiköstä sekä 
3−5 aminohapon peptidiketjusta koostuva polymeeri (Brunner ym. 1998, Ovtsyna ym. 
2000, Suarez ym. 2001). Lisäksi arabinogalaktaaniproteiinien (AGP) ja muiden soluseinän 
glukosamiini- tai N-glukosamiinitähteen omaavien glykoproteiinien tai glykaanien on ar-
veltu pystyvän toimimaan substraattina kitinolyyttisille entsyymeille (van Hengel 1998, 
Domon ym. 2000, Sanchez-Rodriguez ym. 2012). 
 
 
β-1,4-glykosidisidos 
Glukosamiiniyksikkö 
N-asetyyliryhmä 
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2.2 Kitinaasien rakenne 
 
Kitinaasit jaetaan rakenteensa, substraattispesifisyytensä, inhibiittoriherkkyytensä, 
isoelektrisen pisteensä ja solusijaintinsa mukaan glykosyylihydrolaasiryhmiin 18 ja 19 ja 
seitsemään eri luokkaan (kuva 2) (Collinge ym. 1993, Ubhayasekera ym. 2009, Islam ym. 
2011, Grower 2012). Rakenneluokittelu on perustunut proteiinin kysteiinipitoisen kitii-
niä sitovan alueen, sarana-alueen sekä karboksiterminaalisen pidennyksen olemassa-
oloon ja sijaintiin katalyyttiseen pääalueeseen nähden (Ubhayasekera 2010, Islam ym. 
2011). C-pään pidennyksen on osoitettu toimivan vakuoliin osoittavana signaalina (Neu-
haus ym 1991, Mitsunaga ym. 2004). Ryhmään 18 kuuluvat bakteereissa, sienissä ja jois-
sakin kasveissa esiintyvät kitinaasiluokat III and V, joiden eksokitinaasit pilkkovat kitiiniä 
vain ketjun ei-pelkistävästä päästä. Ryhmän 19 kitinaasiluokkia I, II, IV, VI ja VII esiintyy 
pääasiassa kasveissa. Nämä katalyyttisen alueen sekvenssiltään varsin homologiset en-
dokitinaasit hajottavat β-1,4-glykosidisia sidoksia kitiiniketjun sisältä. Esimerkiksi havu-
puiden kitinaaseja on tähän mennessä löydetty vain luokista I, II ja IV, mutta riisiltä 
(Oryza sativa) ja sokeriruo’olta (Saccharum officinarum) on tunnistettu myös ryhmään 
III ja japaninkäpypalmulta (Cycas revoluta) ja lituruoholta (Arabidopsis thaliana) ryh-
mään V kuuluvia kitinaaseja (Taira ym. 2009, Islam ym. 2011, Ohnuma ym. 2011, Guo 
ym. 2013, Su ym. 2014).  
 
 
 
Kuva 2. Kitinaasiryhmien rakenteet (Islam ym:n 2011 mukaan).  
 
Ryhmään 19 kuuluvilta muutamilta bakteerikitinaaseilta puuttuu substraattiin sitoutu-
valta alueelta useita silmukkarakenteita, jotka pidentävät kasvien substraattiin sitoutu-
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via uria (Hoell ym. 2006). Ryhmät 18 ja 19 eroavat toisistaan sekvensseiltään, rakenteel-
taan ja katalyyttiselta mekanismiltaan, mutta samaan ryhmään kuuluvilla kitinaaseilla 
on havaittu olevan keskenään samanlainen kolmiulotteinen rakenne ja samankaltainen 
hydrolyyttinen toimintamalli (Iseli ym. 1996, Ubhayasekera 2010, Grower 2012). Ryh-
män 18 kitinaasien katalyyttiset β-laskosrakenteiset alueet käyttävät substraattiavus-
teista kaksoiskorvausmekanismia, joka säilyttää anomeerisen hiilen konfiguraation, kun 
taas ryhmän 19 kitinaasien katalyyttiset α-kierrerakenteiset alueet toimivat yksinkertai-
sella korvausmekanismilla, joka kääntää anomeerisen hiilen konfiguraation päinvas-
taiseksi (Hoell ym. 2006). Seitsemään kitinaasiluokkaan luokitellut proteiinit kuuluvat 
vain kolmeen 17 tunnetusta patogeneesiin liittyvien proteiinien ryhmästä (pathogenesis 
related, PR) (Neuhaus ym. 1996, Kasprzewska 2003). 
 
2.3 Kitinaasit bioottisen stressin yhteydessä 
 
Monien tutkimusten mukaan kasvikitinaasien merkittävin tehtävä on toimia puolustus-
mekanismina patogeeneja vastaan (Collinge ym. 1993, Bishop ym. 2000, Veluthakkal 
ym. 2012). Kasvi alkaa tuottaa PR-proteiineja bioottisessa stressitilanteessa patogeenial-
tistuksen kuten sienitautien tai kasvintuhoojahyönteisten hyökkäyksen uhatessa. Ki-
tinaasien sienikasvuston leviämistä ehkäisevä vaikutus perustuu patogeenirihmaston 
kasvavissa kärjissä olevien paljaiden kehittyvien kristallisoitumattomien kitiiniketjujen 
alttiuteen kitinaasien hydrolyysille. Kitinaasien sienisoluseinästä irrottamien kito-oli-
gosakkaridien sitoutuminen kasvin solukalvon reseptoriproteiineihin sekä kitiinin eli-
sitointivaikutus laukaisevat useiden proteiinifosforylaatioiden ketjun ja MAPK-reaktio-
sarjan aktivoinnin, mikä lopulta johtaa puolustusgeenien, kuten erilaisia hydrolyyttisia 
entsyymejä koodaavien geenien ilmenemiseen (Langner ja Göhre 2016). Patogeenit voi-
vat tosin ehkäistä tunnistumistaan muuntamalla kitiiniä deasetylaaseillaan vähemmän 
houkuttelevaksi kitosaaniksi (Oliveira-Garcia ja Valent 2015). Patogeenikitiiniin sitoutu-
vat tehosteproteiinit voivat myös estää kasvikitinaaseja irrottamasta kito-oligosakkari-
deja sienen soluseinästä tai eristää oligosakkaridit estäen signaalivaikutusta, tai pato-
geenien proteaasit voivat hajottaa kasvikitinaaseja (Oliveira-Garcia ja Valent 2015, Lang-
ner ja Göhre 2016). Kasvikitinaasit voivat olla aktiivisia vasta kasvinsyöjäeliön ravinnoksi 
jouduttuaan ja hajottaa tuhoojan rakenteita hyönteisen suolistossa (Chen ym. 2008, 
Howe ja Jander 2008). Kuusen luokkaan IV kuuluvan kitinaasin on todettu ehkäisseen 
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voimakkaasti männynjuurikäävän (Heterobasidion annosum) kasvua (Ubhayasekera ym. 
2009), ja kitinaasigeenien ilmenemisen on havaittu tartunnan jälkeen olleen voimak-
kaampaa sienelle vastustuskykyisillä kuusiklooneilla kuin sille herkillä klooneilla (Fossdal 
ym. 2006). Kuusenjuurikäävän (Heterobasidion parviporum) tunkeutumisen kuusisoluk-
koon on osoitettu tehostaneen kuusen luokkaan IV kuuluvan kitinaasin ilmenemistä 
sekä kehittyvässä puussa että sekundaarisessa nilassa (Yaqoob ym. 2012). Phellinus 
sulphurescens -sienitartunnan jälkeen on douglaskuusella (Pseudotsuga menziesii) ha-
vaittu II ja IV luokan kitinaasigeenien ilmenemisen voimistumista paikallisesti juurisolu-
koissa ja systeemisesti neulassolukoissa (Islam ym. 2010). Valko- ja engelmanninkuusen 
risteymän (Picea glauca x engelmannii) sekä kontortamännyn (Pinus contorta) luokkaan 
I kuuluvien kitinaasien ilmeneminen on myös kasvanut voimakkaasti altistuksessa Lep-
tographium abietinum - and Grosmannia clavigera -sienille sekä kuusella lisäksi männyn 
Pissodes strobi -kärsäkkäälle (Kolosova ym. 2014).  
 
2.4 Kitinaasit ja abioottinen stressi 
 
Abioottisten stressitekijöiden kuten kuivuuden, kuumuuden, osmoottisen stressin, kyl-
myyden, mekaanisen vioituksen, UV-säteilyn, raskasmetallien tai hapen puutteen on 
osoitettu johtavan kitinaasien ilmentymiseen (Grower 2012, Veluthakkal ym. 2012). Esi-
merkiksi Dongin ja Dunstanin (1997) tutkimuksessa valkokuusella (Picea glauca) luokan 
I kitinaasien geenien ilmeneminen on voimistunut kasvien altistuttua mekaaniselle vioi-
tukselle, kuivuudelle ja tulvimiselle. Myös kuusen II ja IV luokan kitinaasitranskriptita-
sojen on havaittu kasvaneen mekaanisen vioituksen jälkeen (Hietala ym. 2004) ja usei-
den kitinaasi-isoentsyymien alkaneen kertyä solukoihin kuivuusstressin yhteydessä 
(Nagy ym. 2004). Kuusen ja okakuusen (Picea pungens) talvineulasten on todettu sisäl-
täneen solunulkoista jäänestoaktiivisuutta omaavaa proteiinia, jonka N-pään sekvenssi 
on ollut yhdenmukainen havukasvien kitinaasien kanssa (Jarzabek ym. 2009), ja joillakin 
kylmissä oloissa tuottuvilla PR-proteiineilla kuten kitinaaseilla on tutkittu olleen sekä 
jäänesto- että sienitauteja ehkäiseviä vaikutuksia (Kuwabara ja Imai 2009). Dormanssiin 
liittyvien valkokuusen ja kuusen kitinaasien on lisäksi osoitettu osallistuneen jäätymis- 
ja patogeenivaurioiden ehkäisyyn ja typen varastointiin sekä edistäneen kasvun pysäh-
tymistä edeltävää solujen kypsymistä (Gonzalez ym. 2015). Lituruoholla luokan III ki-
tinaasigeenin on todettu ilmentyneen kasvin altistuttua mekaaniselle vioittumiselle, 
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korkealle suolapitoisuudelle, kylmyydelle, kuivuudelle, UV-säteilylle ja torjunta-aineille, 
mutta käsittelyn kitinaasi-inhibiittori allosamidiinilla yllättäen lisänneen kitinaasien il-
menemistä sekä stressinsietokykyä mahdollisesti bioottisten ja abioottisten stressivas-
teiden signalointireittien vuorovaikuttaessa keskenään (Takenaka ym. 2009).  
 
2.5 Kitinaasit symbioosivuorovaikutuksessa 
 
Kitinaasit toimivat osana kasvisolujen ja symbioottisten sienten tai bakteerien vuorovai-
kutusta, muun muassa sienijuurien ja juurinystyräbakteerien kehittymisessä. Tällöin ki-
tinaasien arvellaan osallistuvan symbioosin tartunta- ja nystyränmuodostusvaiheita oh-
jaavien mekanismien säätelyyn, ja esimerkiksi kuusen kitinaasien on todettu pilkkoneen 
nystyränmuodostus (nodulation, NOD) -tekijöiden kito-oligosakkaridirunkoa niin, ettei-
vät sienet aiheuta puolustusvasteita (Salzer ym. 1997). Toisaalta vaikka rhizobia- ja Fran-
kia-typensidontabakteerien tuottamissa juurinystyröissä on tavattu luokkien I ja III ki-
tinaaseja, Santos ym:n (2008) mukaan kitinaasien osallisuus mikrobien signaloinnin sää-
telijänä on kyseenalaista, koska Frankia ei muodosta kitiinipitoisia signaalimolekyylejä. 
Kuusisienijuurena toimivan punakärpässienen (Amanita muscaria) on osoitettu lisän-
neen kuusen juurien sekä kuusisoluviljelmän kitinaasiaktiivisuutta, minkä on myös ar-
veltu edistäneen molempien osapuolten aineenvaihduntatuotteiden vaihtoa sienen so-
luseinien kitiinirakenteiden osittain hajotessa (Sauter ja Hager 1989). Kuusen neulasten 
korkean typpipitoisuuden onkin todettu liittyneen juurten suureen kitinaasiaktiivisuu-
teen erityisesti Wilcoxina-pintasienijuuren läsnä ollessa (Velmala ym. 2014). Palikkamai-
lasella (Medicago truncatula) Saltzer ym. (2000) ovat havainneet kitinaasigeenien ilmen-
neen sienijuuria muodostaneessa juuristossa patogeeneihin reagoivien kitinaasien jää-
tyä ilmentymättä ja Bonanomi ym. (2001) ovat paikallistaneet tietyn III luokan kitinaasin 
ainoastaan keräsienijuuria muodostavan juuriston soluista. Kitinaasien on todettu ol-
leen lipokito-oligosakkaridien suhteen substrattispesifisiä esimerkiksi sulfaatin, fu-
kosylaation tai glykosidisen sidoksen sijainnin mukaan (Schultze ym. 1998, Ovtsyna ym. 
2000). 
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2.6 Kitinaasit signaloinnin osana 
 
Kitinaasien ajatellaan osallistuvan kasvien sisäiseen viestintään vapauttamalla kito- ja 
mahdollisesti kitosaanioligosakkarideja signaalimolekyyleiksi kalvoreseptorien aistitta-
viksi laukaisemaan erilaisia vasteita, kuten proteiinien fosforylaation, fytoaleksiinien 
biosynteesin, puolustusgeenien transkriptionaalisen aktivoinnnin, oksidatiivisen pur-
kauksen tai solunjakaantumisen lisääntymisen (Kim ym. 2000, Day ym. 2001). Litu-
ruoholla kitiiniyksiköiden on arveltu edistäneen kasvin sisäistä puolustuskykyä pato-
geeneja vastaan ja näin tehostaneen vastustuskyvyn kehittymistä (Wan ym. 2004 ja 
2008). Pääasiallisin kitiiniä sitova proteiini ja kitiinin aikaansaaman fosforylaation kohde 
on lituruoholla LysM-RLK CERK1, jonka tiedetään osallistuvan kitiinin laukaisemaan puo-
lustusvastesignalointiin (Petutschnig ym. 2010, Brotman ym. 2012). Riisillä Shimizu ym. 
(2010) ovat havainneet kitiinisignalointiin tarvittavan sekä solukalvon CEBiP-glykoprote-
iinin että LysM-RLK OsCERK1- proteiinin. Soijapavulla (Glycine max) kitotetraoosin on 
havaittu olleen pienin reseptoriin sitoutumaan kykenevä polymeeriyksikkö, kun taas ok-
tameerien on todettu synnyttäneen intensiivisempää soluvastetta (Day ym. 2001). Myös 
riisin kitiinipuolustussignaloinnin on todettu toimivan pidemmällä asetyloituneella oli-
gosakkaridiketjulla, kuten kitiinihepta- tai oktameerilla (Kaku ja Shibuya 2016). Käpypal-
mun V luokan kitinaasilla, joka ei ole sienipatogeeneille aktiivinen, on ainoana kasvi-
kitinaasina havaittu transglykosylaatioaktiivisuutta, jonka on arveltu epäsuorasti liitty-
vän patogeenipuolustukseen (Taira ym. 2009 ja 2010). Esimerkiksi valmistamalla pienen 
polymerisaatioasteen kito-oligosakkarideista suuremman polymerisaatioasteen yksi-
köitä transglykosyloivat kitinaasit voisivat tuottaa suuremman elisitointivaikutuksen ja 
voimakkaamman puolustusvasteen. Paprikan (Capsicum annuum) IV luokan kitinaasin 
on lisäksi havaittu vuorovaikuttavan suoraan reseptorinkaltaisen soluliman proteiiniki-
naasin kanssa (Kim ym. 2015). 
 
2.7 Kasvin kehitykseen liittyvät kitinaasit 
 
Kitinaasien jatkuvan ilmentymisen tietyissä kasvinosissa on arveltu johtuvan niiden eri-
tyisestä herkkyydestä patogeeneille tai kitinaasien osallisuudesta alkion elinten aiheiden 
erilaistumista säätelevien signaalimolekyylien toimintaan. Kitinaasien ilmenemisen on 
havaittu olleen yhteydessä solujen jakaantumiseen, erilaistumiseen ja kehitykseen. 
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Luokkaan IV kuuluvien kuusikitinaasien on huomattu tehostaneen kuusen suvuttomien 
alkioiden kasvua solukkoviljelmissä (Egertsdotter ja von Arnold 1998). Kitinaaseille herk-
kien lipokito-oligosakkaridien on todettu toimineen signaalimolekyylinä edistäen kuu-
sen esialkiosolukon kasvua ja varhaista kehitystä (Dyachok ym. 2002). Kuusen IV luokan 
Chia4-Pa-kitinaasiperheen jäsenten on arveltu säätelevän esialkioiden kehittymistä su-
vuttomiksi alkioiksi edistämällä suoraan tai epäsuorasti niiden ohjattua solukuolemaa, 
ja niiden on todettu ilmenevän hoitajasoluissa muttei varsinaisissa alkioissa. Näiden ki-
tinaasien on esitetty toimivan myös megagametofyyttisignaloinnissa (Wiveger ym. 
2003). Von Arnold ym. (2005) ovat puolestaan arvelleet kuusen solunulkoisten ki-
tinaasien tuottavan sekä hajottavan lipokito-oligosakkarideja, joiden on havaittu ehkäis-
seen kuusen esialkiosolukon ohjattua solukuolemaa. Karibianmännyn (Pinus caribaea) 
arabinogalaktaaniproteiinien ja kitinaasien on tutkittu vuorovaikuttaneen keskenään al-
kioita kehittävissä solukoissa (Domon ym. 2000).  Porkkanan (Daucus carota) kitinaasit 
ja arabinogalaktaaniproteiinit ovat edistäneet suvutonta alkionkehitystä, ja asetyyliglu-
kosamiiniosan sisältävien arabinogalaktaaniproteiinien on arveltu toimivan endoki-
tinaasien luontaisena substraattina (Kragh ym. 1992, van Hengel 1998, van Hengel ym. 
2002). IV luokan kitinaasin on havaittu ilmenneen suvuttoman alkionkehityksen aikana 
myös lituruohon hoitajasoluissa alkioiden ympärillä sekä myöhemmin juurten päällyske-
tossa ja juurikarvojen esiasteissa (Passarinho ym. 2001). Parananaraukarian (Araucaria 
angustifolia) alkioita kehittävän viljelmän on havaittu erittävän viljelyalustaan luokan IV 
kitinaaseja (Wendt dos Santos ym. 2009), ja dos Santos ym. (2006) ovat todenneet arau-
karian siementen kaikkien kehitysvaiheiden sisältävän kitinolyyttistä aktiivisuutta omaa-
via proteiineja mutta IV luokan kitinaasien ilmentymistä vain siementen myöhäisissä ke-
hitysvaiheissa. Fraterova ym. (2013) ovat tutkineet euroopanmustamännyn (Pinus 
nigra) ja pihtaristeymien (Abies hybr.) alkioita kehittävien solukoiden viljelyalustojen ki-
tinaasien kytköstä solukoiden alkiontuotantotasoon ja havainneet, ettei kitinaaseja 
voitu kuitenkaan pitää kallusviljelmien alkiontuotantokyvyn mittarina. Lituruohon so-
lususpensioviljelmän protoplasteista analysoiduista soluseinän uusiutumiseen liittyvistä 
solunulkoisista proteiineista on löydetty kaksi kitinaasia, joista toisen on tiedetty liitty-
vän stressiin mutta toisen havaittu olevan yhdenmukainen lehmänpavun (Vigna ungui-
culata) soluseinän mekaanisia ominaisuuksia säätelevän yieldin-proteiinin kanssa (Kwon 
ym. 2005).  
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2.8 Kitinaasien kaltaiset proteiinit 
 
Kitinaasien kaltaisten (chitinase-like, CTL) entsyymien ryhmään kuuluvat proteiinit ovat 
sekvenssiltään ja rakenteeltaan suuresti kitinaasinomaisia, mutta ne eivät välttämättä 
sitoudu kitinaasisubstraatteihin tai pysty pilkkomaan niitä. Niiden katalyyttiselle aktiivi-
suudelle oleelliset aminohapot poikkeavat kitinaasien vastaavista geenien kahdentumi-
sen ja sitä seuranneen mutaation/mutaatioiden vuoksi, eikä niillä yleensä ole kitinolyyt-
tistä aktiivisuutta, vaikka ne sitoutuvat usein glukaanipohjaisiin substraatteihin (Marti-
nez-Caballero ym. 2014, Kesari ym. 2015). Kitinaasin kaltaisten proteiinien toiminnot 
ovat osin samankaltaisia kitinaasien tehtävien kanssa, mutta mutaatiot ovat johtaneet 
lisäksi monitoimintoisiin entsyymeihin (Kesari ym. 2015). CTL-geenituotteiden on ar-
veltu säätelevän myös vasteita, joita kitiinioligosakkaridit normaalisti välittävät (Zhang 
ym. 2004).  
 
CTL-geeniryhmä on ollut huomion kohteena erityisesti mahdollisesta osallisuudestaan 
kasvisoluseinän muodostumiseen (Hossain ym. 2010). Lituruohon Atctl1-geenimutaa-
tion on havaittu aiheuttaneen vaillinaisesti muodostuneita primääriseiniä, epämuotoisia 
soluja ja ektooppista ligniininmuodostusta kukkavarsien ytimen soluissa, muutoksia 
juurten pituudessa, ja etyleenin ylituotantoa (Johnston 2001, Zhong ym. 2002). AtCTL1-
proteiinien on tutkittu vaikuttaneen lituruohon selluloosan biosynteesiin ja arveltu sää-
televän selluloosan esiintymistä ja vuorovaikutusta hemiselluloosan kanssa sitoutumalla 
selluloosasäikeisiin (Sanchez-Rodriguez ym. 2012). Niiden on myös todettu osallistu-
neen juuristorakenteen muunteluun vasteena ympäristöoloille (Hermans ym. 2010 ja 
2011). Lisäksi Atctl1-geenimutaatiota kantaneella lituruoholla on todettu poikkeavaa 
suola- ja kuivuusstressin sietokykyä sekä runsasta natriumin kerääntymistä soluihin, 
mikä viittaa CTL-proteiinien osallisuuteen myös abioottisen stressin sietokyvyssä (Kwon 
ym. 2007). Lituruohon Atctl2-geenimutaatio on edistänyt ligniinin kertymistä etioloitu-
neiden taimien alkeisvarsiin (Hossain ym. 2010) ja aiheuttanut häiriöitä johtosolukon 
erilaistumisessa (Johnston 2001). Kahvipensaan (Coffea arabica) luontaisesti inaktiivisen 
kitinaasinkaltaisen CaclXIP-ksylanaasi-inhibiittoriproteiinin on havaittu ehkäisevän ruos-
teitiöiden kehittymistä, ja sen on arveltu kehittyneen toimimaan ksylanaasi-inhibiitto-
rien lailla kasvin puolustusmekanismina (Vasconcelos ym. 2011). Sitä vastoin riisin ki-
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tinolyyttisesti aktiivisen OsCLP-proteiinin on todettu olevan sekvenssiltään yhdenmukai-
nen ksylanaasi-inhibiittorin kanssa ilman estovaikutusta ksylanaasien toimintaan (Wu 
ym. 2013). Riisin ctl-geenimutaatio on vähentänyt selluloosan määrää ja mekaanista 
kestävyyttä ilman vaikutusta kasvuun (Wu ym. 2012). Teksasinpuuvillan (Gossypium hir-
sutum) CTL-geenien on osoitettu ilmentyneen eniten kuitujen sekundääriseinien muo-
dostuessa ja niiden CTL-proteiinien liittyneen enemmän kitiinioligosakkarideihin sitou-
tumiseen kuin katalyysiin (Zhang ym. 2004). Kuitupellavalla (Linum usitatissimum) kol-
men CTL-geenin ilmeneminen on lisääntynyt merkittävästi selluloosapitoisten hyytelö-
mäisten sekundäärisoluseinien muodostuessa kuidun kehittyessä mutta ollut samalla 
suhteellisesti alhainen primäärisoluseinällisissä solukoissa sekä ksylaanityypin sekun-
dääriseinää muodostaneessa puussa. Lisäksi pellavan kolmen muun CTL-geenin ilmen-
tyminen puussa on tapahtunut yhtaikaisesti sekundääriseinätyypin selluloosasyn-
taasigeenien ilmenemisen kanssa (Mokshina ym. 2014). 
 
2.9 Kitinaasit solukkoviljelyn yhteydessä 
 
Soluviljelmän tasaisten optimiolojen ylläpitäminen voi olla haastavaa, ja kitinaasien il-
menemiseen viljelmässä saattavat vaikuttaa monet abioottiset stressitekijät, kuten me-
kaaninen vioittuminen, kuivuus tai osmoottinen stressi. Koska soluviljelmissä kasvuno-
peus on suuri, kitinaasien ilmeneminen voi liittyä myös kasvuston kehityksellisiin vaihei-
siin. Virginiantupakan (Nicotiana tabacum) in vitro -viljelmissä on havaittu luokan I ki-
tinaasin tuottuneen kasvihormonittomassa viljelyalustassa ja auksiinin ja sytokiniinin 
yhtaikaisen läsnäolon ehkäisseen geenien ilmenemistä (Shinshi ym. 1986, van Buuren 
ym. 1992). Kurpitsan (Cucurbita sp.) solususpensioviljelmässä alustaan erittyvän kitinaa-
sin ilmeneminen on ollut riippumatonta auksiinin määrästä mutta voimakkaimmillaan 
kallussoluissa, ja Arie ym. (2000) ovat todenneet myös siirtogeenisen virginiantupakan 
BY-2-solujen ilmentävän ja erittävän alustaan kurpitsan kitinaasia. Loblolly-männyn (Pi-
nus taeda) solukkoviljelmässä on osoitettu alustaan erittyvien kitinaasien ilmentymisen 
olleen jatkuvaa solunsisäisten kitinaasien ilmenemisen ollessa indusoituvaa. Kuitenkin 
molemmmat kitinaasitasot ovat nousseet viljelmän ikääntyessä sekä kitosaanielisitaa-
tion jälkeen, jolloin solunsisäisten kitinaasien ilmeneminen on lisääntynyt viljelmän tuot-
taman etyleenin kanssa samassa suhteessa mutta erittyneiden kitinaasien määrä on 
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noussut itsenäisesti (Popp ym. 1996). Lippman ym. (2009) ovat tunnistaneet virginian-
tupakan solususpensioviljelmän viljelyalusta-analyysissä lukuisia stressiin liittyviä prote-
iineja, joissa kitinaasien osuus on ollut 13 %, kun tunnistetut alustan proteiinit on luoki-
teltu niiden oletettujen toimintojen mukaan UniProt-proteiinitiedoston avulla. Lisäksi 
riisin solususpensioviljelmän on tutkittu erittäneen viljelyalustaan 11 eri kitinaasia luo-
kista I, II ja III ilman elisitointia tai patogeenialtistusta (Park ym. 2002). Vaikka silmämää-
räisesti bioottista stressitekijää ei varmasti havaittaisikaan, on myös mahdollista, että 
kitinaasien tai ligniinin erittyminen solukkoviljelmään puolustusvasteena johtuisi kas-
vien sisäisestä mikrobitartunnasta, jonka tunnistamiseksi esimerkiksi Pirttilä ym. (2002) 
ovat käyttäneet männyn solukkoviljelmässä in situ -hybridisaatiomenetelmää. 
 
2.10 Kitinaasien hyödyntäminen 
 
Viime aikoina kitinaaseihin on kiinnitetty paljon huomiota niiden hyödyntämismahdolli-
suuksien vuoksi. Kasviperäisten kitinaasien suuria kaupallisia käytännön sovelluksia ei 
tähän mennessä kuitenkaan vielä ole, vaan tutkimus on keskittynyt lähinnä sieni- ja bak-
teeriperäisiin kitinaaseihin. Koska sienissä, hyönteisissä ja äyriäisissä kitiini on soluseinän 
rakenneosa, niiden kitinaasien perustoiminto puolustuksen ohella on kitiinin muokkaus 
solukoiden erilaistuessa ja uusiutuessa (Gooday ym. 1992, Hoel ym. 2013, Rathore ja 
Gupta 2015). Bakteerikitinaasien tehtävät liittyvät pääasiassa kitiinin hajottamiseen hii-
len ja typen tuottamiseksi solun aineenvaihduntaan sekä loisintaan (Patil ym. 2000, Ad-
rangi ja Faramarzi 2013, Rathore ja Gupta 2015). Kitiiniä pilkkovien entsyymien hyödyn-
tämistä ovat rajoittaneet korkeat tuotantokustannukset ja alhaiset tuotantomäärät 
(Chavan ja Deshpande 2013). Muun muassa kitinaasien indusoituva luonne, heterologi-
sesti tuotettujen entsyymien aktiivisuusongelmat sekä substraattivaihtoehtojen suuri 
määrä ovat tekijöitä, jotka ovat hidastaneet kitinaasisovellusten kehitystä (Stoykov ym. 
2015).  
 
Kitiini on selluloosan jälkeen toiseksi runsain biopolymeeri maailmassa, ja sen vaikeasti 
hajoava koostumus tuottaa ongelmia esimerkiksi jätteenkäsittelyssä ja kasvintuhoojien 
suojarakenteissa. Kitinaasipohjaisia ratkaisuja on kehitetty elintarviketeollisuuteen kala- 
ja äyriäisjätteen tuhoamiseen sekä maatalouteen kasvitautien ja tuholaisten biologiseen 
torjuntaan kitinaaseja sisältävillä torjunta-aineilla ja siirtogeenisillä kasveilla (Koga 2005, 
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Chavan ja Deshpande 2013, Nagpure ym. 2014, Stoykov ym. 2015). Kitinaasien avulla 
entsymaattisesti pilkotuille biologisesti aktiivisille kito-oligomeereille on löydetty uusia 
lääketieteellisiä käyttötarkoituksia muun muassa niiden verenpainetta alentavien, kas-
vaimia hiilitsevien ja haavanhoitovaikutuksiensa vuoksi (Liang ym. 2007, Anitha ym. 
2014, Rathore ja Gupta 2015). Ihmisen kitinolyyttisesti aktiivisia sekä kitinaasien kaltai-
sia proteiineja on viime aikoina tunnistettu ja ryhdytty käyttämään joidenkin sairauksien 
merkkiaineina (Bargagli ym. 2007, Kastrup 2012, Nagpure ym. 2014). Kitinaaseja käyte-
tään myös sieniprotoplastituotannossa bioteknisiin sovelluksiin ja elintarviketeollisuu-
dessa tannaasien vapauttamiseen (Peberdy 1989, Barthomeuf ym. 1994, Nagpure ym. 
2014, Stoykov ym. 2015). Lisäksi kitinaaseihin perustuvia menetelmiä on ehdotettu käy-
tettäväksi maan tai kasvualustan sienikasvuston olemassaolon ja aktiivisuuden määri-
tykseen sekä ihmisen sienitartuntojen diagnosointiin (Miller ym. 1998, Laine ja Lo 2000). 
Biopolttoaineiden tuotannon kehittämisessä kasvimateriaalin rakennepolysakkaridien 
hajottaminen entsymaattisesti on vaihe, johon on haettu mallia kitinaasien toiminnasta 
kitiinisubstraatilla (Eijsink ym. 2008).  
 
Siitä huolimatta, että kitinaaseja on mahdollista eristää useista kasveista, bioteknologian 
näkökulmasta on todettu olevan helpointa kloonata kitinaasigeeni tuotto-organismiin, 
joka voi ilmentää entsyymiä ilman substraatin läsnäoloa (Stoykov ym. 2015). Siirtämällä 
sienisoluseinää hajottavien entsyymien kuten kitinaasien tai glukanaasien geenejä vilje-
lykasveihin on luotu sienitaudeille vastustuskykyisiä siirtogeenisiä hyötykasvilajikkeita, 
ja kasviperäisiä kitinaasigeenejä on menestyksekkäästi yli-ilmennetty muun muassa to-
maatissa, perunassa, maississa, puuvillassa, vehnässä ja riisissä joko yksin tai muiden PR-
proteiinien kanssa (Ceasar ja Ignacimuthu 2012, Cletus ym. 2013). Koska ryhmän 19 ki-
tinaaseilla on havaittu olevan suhteellisen heikko aktiivisuus kitiinin kristallisoituneem-
piin muotoihin (Hoell ym. 2006), kasviperäisten kitinaasisiirtogeenien vaikutus kasvintu-
hoojiin on ollut vähäisempää, mutta esimerkiksi poppelin (Populus trichocarpa x P. del-
toides) kitinaasigeenin ilmentymisen tomaatin (Lycopersicon esculentum) lehdissä on to-
dettu ehkäisevän koloradonkuoriaisen (Leptinotarsa decemlineata) lisääntymistä (Law-
rence ja Novak, 2006). Virginiantupakan kitinaasigeeniä yhdessä Bacillus thuringiensis -
bakteerin cry1Ac-geenin kanssa on kehitetty suolistovaikutteiseksi tuholaistorjunta-ai-
neeksi tartuttamaan tauteja levittäviä hyttyslajeja (Ding ym. 2007). Ryhmän 18 baktee-
rikitinaaseilla tavattavaa transglykosylaatioaktiivisuutta on löydetty japaninkäpypalmun 
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V luokan kitinaasista. Toimintamekanismin pohjalta kehitetyn tryptofaanisivuketjun li-
säyksen V luokan kitinaasiin on todettu edistäneen sen transglykosylaatioaktiivisuutta 
sekä lituruoholla että japaninkäpypalmulla (Taira ym. 2010, Umemoto ym. 2013 ja 
2015), mitä saattaisi olla mahdollista hyödyntää halutun mittaisten kito-oligomeerien 
valmistuksessa. 
 
Vaikka teollisuudessa kitiinioligosakkarideja on tuotettu hydrolysoimalla kitiiniä hapolla 
tai entsymaattisesti, entsymaattinen synteesi luokan 18 kitinaasien avulla säätelee te-
hokkaammin N-asetyyliglukosamiiniketjujen pituutta (Taira ym. 2010, Umemoto ym. 
2013). Useiden mikro-organismien on raportoitu tuottavan suuria pitoisuuksia solunul-
koisia kitinolyyttisiä entsyymejä ainoastaan käytettäessä fermentoinnissa nestemäistä 
substraattia, vaikka kiinteän substraatin fermentointimenetelmää pidetään huomatta-
vasti tuottoisampana, vähäpäästöisempänä ja yksinkertaisempana (Chavan ja Desh-
pande 2013).  
 
Biopolttoainetutkimuksessa kitinaasien rakenteellisista ominaisuuksista tärkeimmät 
ovat prosessoitavuus eli kyky pysyä substraattiin sitoutuneena hydrolyyttisten reaktioi-
den välillä ja taipumus pilkkoa polymeerisubstraattia järjestelmällisesti suuntautuen. 
Prosessoitaville glykosidaaseille on ominaista niiden substraattia sitovien uurteiden ja 
pintojen linjautuminen aromaattisten aminohappotähteiden, erityisesti tryptofaanin 
kanssa. Aromaattisilla ketjuilla on oleellinen merkitys prosessoitaville kitinaaseille 
substraattiin sitoutumisen säätelyssä, mutta ei-prosessoitavilla, kuten ryhmän 19 ki-
tinaaseilla ne ovat paljon harvinaisempia (Sørlie ym. 2012). Kitinolyyttisten mikro-orga-
nismien on myös todettu tuottavan ei-hydrolysoivia avustavia proteiineja, jotka lisäävät 
entsymaattista tehokkuutta (Eijsink ym. 2008). Serratia marcescens -enterobakteerin ki-
tinolyyttinen entsyymikoneisto on parhaiten tunnettuja liukenemattomien polysakkari-
dien hajotusjärjestelmiä, jonka toimintamallia yritetään soveltaa muihin entsyymeihin, 
erityisesti selluloosan muokkaukseen sellulaasien ja lyyttisten polysakkaridimono-
oksygenaasien avulla (Vaaje-Kolstad ym. 2013). Kitinaasien mahdollinen kytkös kasviso-
luseinän kehitykseen ja selluloosasynteesiin saattaisi luoda uuden näkökulman solu-
seinä-, selluloosa- ja ligniinitutkimukseen. 
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2.11 Solunulkoista ligniiniä tuottava kuusisolukko A3/85 
 
Työssä käytetty kuusisolukko A3/85 on alun perin lähtöisin Kaakkois-Suomesta Virolah-
delta vuonna 1985 kerätyn kävyn kypsymättömästä alkiosta (Simola ym. 1992). Kuusi-
kalluslinja sisältää lehtivihreää ja erittää alustaan solunulkoista ligniiniä. Solukkolinjaa 
on hyödynnetty useissa ligniinitutkimuksissa (Brunow ym. 1993, Koutaniemi ym. 2005 ja 
2007, Kärkönen ym. 2002, 2009 ja 2014, Kärkönen ja Fry 2006). Solunulkoisen, alustaan 
vapautuneen ligniinin on todettu olevan rakenteeltaan puusta jauhetun soluseinälignii-
nin ja koniferyylialkoholista vetyä poistamalla valmistetun synteettisen ligniinin väli-
muoto (Brunov ym. 1993). Se sisältää soluseinäligniiniä runsaammin p-hydroksi-
fenyyliyksiköitä ja fenolisia ryhmiä, ja sen arvellaan olevan hyvin haaroittunutta. A3/85-
kuusisolulinjan viljelyalustassa on havaittu myös voimakasta kitinaasigeenien ilmene-
mistä ja kitinolyyttistä aktiivisuutta liukoisille glykolikitiinille sekä karboksimetyylikitii-
nille. 
 
3 Tutkimuksen tavoitteet 
 
Koska kitiiniä esiintyy kasvipatogeenien rakenteissa mutta ei kasveissa ja tutkimusmate-
riaalina olleen aseptisen kuusisoluviljelmän kasvatusolot olivat vakaat, tutkimushypo-
teesinani oli, että kaikki viljelyalustaan erittyneet kitinaasit eivät olleet seurausta stres-
sistä, vaan ainakin osa niistä liittyi kehitykseen ja toimi patogeenikitiinin lisäksi myös jol-
lakin kuusiperäisellä polysakkaridisubstraatilla. Lisähypoteesina oli viljelmän runsaan ki-
tinaasi- ja kitinaasin kaltaisten geenien ilmenemisen yhteys kyseisen kuusisolulinjan so-
lunulkoisen ligniinin tuotantoon. Tutkimuksen tarkoituksena oli kartoittaa kuusisoluvil-
jelmän alustan ja kehittyvän puun kitinaasien ja kitinaasien kaltaisien entsyymien omi-
naisuuksia eristämällä, puhdistamalla ja kloonamalla niitä ja tuottamalla niitä heterolo-
gisesti. Tavoitteena oli myös tunnistaa kitinaasien ja kitinaasin kaltaisten proteiinien 
substraatteja, jotta kitinaasien merkitys kuusisolukon kehityksessä ymmärrettäisiin pa-
remmin. 
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4 Aineisto ja menetelmät 
 
4.1 Kitinaasien eristys kuusisolususpensioviljelmän alustasta  
 
Koska kuusisolususpensioviljelmän alustassa oli todettu poikkeuksellisen suurta ki-
tinaasigeenien ilmentymistä (Sundberg, Kärkönen ja Teeri 2010, julkaisematon) ja ki-
tinolyyttistä aktiivisuutta (Porkka ym. 2013), kitinaaseja pyrittiin eristämään siitä erilai-
sin kromatografisin menetelmin ja luonnehtimaan niitä koon, kitinaasiluokan ja entsyy-
miaktiivisuuden suhteen.   
 
4.1.1 Kitinaasien puhdistus 
 
Kuusisolususpensioviljelmän alustaan erittyneet kitinaasit pyrittiin erottamaan muista 
proteiineista ja alustakomponenteista. Puhdistus aloitettiin proteiinien ammoniumsul-
faattisaostuksella, minkä jälkeen jatkettiin kitinaasien erottamista muista proteiineista 
affiniteetti- ja kationinvaihtokromatografisesti. Koska jatkoanalyyseissa tarkasteltiin 
kaikkiaan yhdeksää eri puhdistusvaiheen tuotetta, niissä käsiteteltävät entsyyminäyt-
teet nimettiin koodeilla E1-E9 (taulukko 1), jotta viittaus niihin sekä menetelmä- että 
tuloskuvauksissa olisi selkeämpää. 
 
Taulukko 1. Työssä tarkasteltavien entsyymien koodit ja alkuperä. 
 
Koodi Alkuperä 
Kuusisolususpensioviljelmän entsyymit 
E1 Kuusisolususpensioviljelmän puhdistamaton alusta 
E2 Kitiinihelmipylvään kiinnittymättä ohittaneet kuusisoluviljelmän alustan proteiinit 
E3 Kitiinihelmipylvääseen sitoutuneet kuusisoluviljelmän alustan proteiinit 
E4 Kationinvaihtokromatografisesti puhdistettu kitiinipylvääseen sitoutunut kuusisoluviljelmän kitinaasi K1 
E5 Kationinvaihtokromatografisesti puhdistettu kitiinipylvääseen sitoutunut kuusisoluviljelmän kitinaasi K3 
Pichia pastoris -hiivassa tuotetut entsyymit 
E6 Kitiinihelmipylvääseen sitoutuneet P. pastoris -hiivassa tuotetut kitinaasit 
E7 Kationinvaihtokromatografisesti erotetut P. pastoris -hiivassa tuotetut kitinaasit 
E8 Metalli-ioniaffiniteettikromatografialla erotetut P. pastoris -hiivassa tuotetut kitinaasinkaltaiset proteiinit 
E9 Geelisuodatuksella erotetut P. pastoris -hiivassa tuotetut kitinaasinkaltaiset proteiinit (ja muita proteiineja) 
 
Konsentroidun kuusen solususpensioviljelyalustan (E1, 16 ml) proteiinit saostettiin am-
moniumsulfaatilla (Sigma-Aldrich, A3920, USA) 70 %:n kyllästymisasteelle (472 g/l). Pro-
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teiinien liukoisuus vähenee ja saostuminen kasvaa proteiinispesifisesti liuoksen suolapi-
toisuuden kasvaessa. Seosta sentrifugoitiin 17 000 g:n painovoimalla 4 °C:ssa 1 h. Prote-
iinipelletti liuotettiin 20 mM natriumsitraattifosfaattipuskuriin pH 5,3, minkä jälkeen 
puskuri vaihdettiin PD-10-pylväillä (GE Healthcare, 17-0851-01, Iso-Britannia) valmista-
jan ohjeen mukaan 50 mM Tris-HCl:ksi pH 8,0.  
 
20 ml:n kitiinihelmiresiini (New England BioLabs, S6651S, USA) Econo-pylväässä (2,5 x 
20 cm, Bio-Rad, 7372522, USA) tasapainotettiin viisinkertaisella resiinitilavuudella 50 
mM Tris-HCl-puskuriliuosta pH 8,0. Ammoniumsulfaattisaostetut proteiinit siirrettiin ki-
tiinipylvääseen, johon näytteen kitinaasien odotettiin sitoutuvan. Resiiniä pestiin 140 
ml:lla tasapainotuspuskuria, kunnes pylväästä ulos tulleen liuoksen proteiinipitoisuutta 
kuvaava absorbanssia aallonpituudella 280 nm mittaava arvo (A280) (Shimadzu UV-2100 
Spectrophotometer, Japani) laski lähelle nollaa. Virtaus tapahtui painovoimaisesti no-
peudella 2 ml/min koko ajon ajan. Pylvääseen tarttuneet proteiinit eluoitiin 20 mM etik-
kahapolla pH 3,2. Proteiinia sisältäneet jakeet erotettiin mittaamalla A280-arvo (Gene-
Quant 1300, 4281 V1.6 Spectrophotometer, Ruotsi). Niille tehtiin välittömästi puskurin-
vaihto PD-10-pylväillä 20 mM natriumsitraattifosfaattipuskuriksi pH 7,6, ja proteiinit 
konsentroitiin Makrosep 3K MWCO -pylväillä (Pall, MAPOO3C37, USA) 2 ml:ksi (= E3) 4 
000 g:n painovoimalla (Eppendorf Centrifuge, 5180R, Saksa) 4 °C:ssa. Myös kitiinihelmi-
pylvään kiinnittymättä ohittaneet proteiinit otettiin talteen ja konsentroitiin 5 ml:ksi (= 
E2) kuten eluaatti. Niiden puskuri vaihdettiin 50 mM natriumasetaattipuskuriksi pH 5,0 
kuten aiemmin. 
 
20 ml:n heikko kationinvaihtajaresiini (CM Sepharose FF, Sigma-Aldrich, CCF100, Ruotsi) 
HR16/10-pylväässä (GE Healthcare, Ruotsi) ÄKTAprime-nestekromatografilaitteessa 
(18-1137-18, GE Healthcare, Ruotsi) tasapainotettiin viisinkertaisella resiinitilavuudella 
20 mM natriumsitraattifosfaattipuskuria pH 7,6. Pylvääseen syötettiin 1 ml kitiinihelmi-
pylvään eluaattia, jonka positiivisesti varautuneiden proteiinien odotettiin sitoutuvan 
negatiivisesti varautuneeseen resiiniin. Resiiniä pestiin tasapainotuspuskurilla, ja ajoa 
jatkettiin virtausnopeudella 0,5 ml/min, kunnes pylvääseen kiinnittymättömät proteiinit 
olivat huuhtoutuneet pois ja A280-arvo oli palautunut lähelle nollaa. Näyteproteiinien 
eluointi pylväästä tapahtui nostamalla natriumsitraattifosfaattiajopuskurin NaCl-pitoi-
suutta tasaisesti 0 M:sta 0,4 M:iin 2 ml:n näytejakeita keräten. Proteiinia sisältäneet 14 
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jaetta muodostivat kromatogrammiin kaksi huippua, jotka erotettiin toisistaan. Eluaatit 
konsentroitiin 1,5 ml:ksi (= E4 ja E5) ja puskuri vaihdettiin 50 mM natriumasetaattipus-
kuriksi pH 5,0 kuten aiemmin. Kaikkien entsyyminäytteiden proteiinipitoisuudet (tau-
lukko 3) määritettiin karkeasti mittaamalla konsentraattien A280-arvot.  
 
4.1.2 SDS-PAGE- ja entsyymiaktiivisuusanalyysi 
 
Kromatografisesti kuusisolususpensioviljelmän alustasta erotettujen proteiinien määrän 
ja koon selvittämiseksi ne analysoitiin denaturoivalla natriumdodekyylisulfaattipolyak-
ryyliamidigeelielektroforeesilla (sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel 
electrophoresis, SDS-PAGE). Samalla niiden kitinolyyttistä aktiivisuutta tarkasteltiin gly-
kolikitiiniä sisältävän polyakryyliamidigeelin avulla. 
 
Puhdistetut proteiinit analysoitiin denaturoivalla SDS-PAGE:lla käyttäen Laemmlin me-
netelmää (Laemmli, 1970), jossa proteiinit erottuvat molekyylipainonsa perusteella SDS-
molekyylien aiheuttaman suuren negatiivisen varauksen peittäessä proteiinien alkupe-
räiset varaukset alleen. Näytteet denaturoitiin keittämällä niitä 5 min latauspuskurissa 
(62,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 25 % (v/v) glyseroli, 2 % (w/v) SDS, 0,01 % (w/v) bromofenoli-
sini, 5 % (v/v) β-merkaptoetanoli) ennen niiden siirtoa geelille, jolloin pelkistävä mer-
kaptoetenoli hajotti proteiinien rikkisillat. 4‒15 % gradienttigeeliä (Mini-Protean TGX, 
Bio-Rad, 456-1083, USA) ajettiin Mini-Protean Tetra Cell -laitteistolla (Bio-Rad, Kiina) 200 
V:n jännitteellä 30 min, minkä jälkeen geeli käsiteltiin PageBlue Protein Staining Solu-
tion-liuoksella (Thermo Scientific, 24620, Liettua) valmistajan ohjeen mukaan ja kuvat-
tiin skannerilla (Canon Image Runner AdvanceE, C52501, Kiina). Näyteproteiinien liikku-
vuutta verrattiin proteiinikokostandardin (Precision Plus Protein Dual Color, Bio-Rad, 
161-0374, USA) proteiineihin kitinaasien molekyylipainon määrittämiseksi. 
 
Kitinaasiaktiivisuus määritettiin 12,5 % (w/v) PAGE:lla, jossa erotusgeeli sisälsi 0,01 % 
(v/v) glykolikitiiniä. Glykolikitiini, kitiinin liukoinen muoto, oli valmistettu reasetyloimalla 
glykolikitosaania (Sigma-Aldrich, 67753, Islanti) Trudelin ja Asselinin (1989) menetelmän 
mukaan. Latauspuskuriin ei lisätty β-merkaptoetanolia eikä SDS:a, eikä näytettä kuu-
mennettu ennen sen lisäystä geelille, mutta geeli ja ajopuskuri sisälsivät SDS:a Laemmlin 
menetelmän mukaisesti. Geeliä ajettiin jäähauteessa 150 V:n jännitteellä 2,5 h:n ajan, 
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minkä jälkeen proteiinit renaturoitiin Libantova ym:n (2009) menetelmän mukaisesti 
keinuttamalla geeliä 4 °C:ssa 1 h 50 mM natriumasetaattipuskurissa pH 5,0, johon oli 
lisätty 1 % (v/v) Triton X-100 (Sigma-Aldrich, T8787, USA) ja 30 min 50 mM nat-
riumasetaattipuskurissa pH 5,0 ilman Tritonia. Tämän jälkeen geeliä käsiteltiin 5 min 
0,01 % (w/v) Calcofluor White -liuoksella (Fluka, 18909, Kanada) 500 mM Tris-HCl-pus-
kurissa pH 8,9 ja huuhdeltiin 1 h vesijohtovedellä. Kitinaasiaktiivisuus detektoitiin kuvaa-
malla glykolikitiinin hajoamisen aikaansaama Calcofluor White -fluoresenssin heikenty-
minen UV-valossa (Gel Doc XR+ Imaging System, Bio-Rad, USA), jolloin substraatin pilk-
koutuminen näkyi geelillä tummina alueina. 
 
4.1.3 Western blot -analyysi 
 
Kationinvaihtokromatografisesti erotettujen kitinaasien koon varmistamiseksi ja tyyp-
pien määrittämiseksi kitinaasit analysoitiin Western blot -menetelmällä. Analyysissa 
käytettiin kitinaasien detektointiin kolmen eri kitinaasiluokan vasta-aineita. 
 
Kationinvaihtopylväästä eluoitu kitinaasinäyte (E4+E5) ajettiin SDS-PAGE-gradienttigee-
lillä kuten aiemmin. Proteiinistandardina oli PageRuler Plus Prestained Protein Ladder 
(Thermo Scientific, 26619, Liettua). Geeliä liotettiin ajon jälkeen siirtopuskurissa (25 mM 
Tris base, 200 mM glysiini, 20 % metanoli) keinuttaen 10 min:n ajan. Geeliltä proteiinit 
siirrettiin sähköisesti nitroselluloosakalvolle (Amersham Hybond-ECL, 0,45 μm, GE 
Healthcare, RPN203D, Saksa) kuivablottauslaitteella (Trans-Blot Turbo, Bio-Rad, Singa-
pore) ajoparametrein 2,5 V, 1,0 A ja 30 min. Siirron jälkeen kalvoa pestiin 5 min tTBS-
puskurilla (100 mM Tris-HCl pH 7,5, 1,5 M NaCl ja 0,1 % (w/v) Tween 20). Seuraavaksi 
sitä käsiteltiin kyllästyspuskurilla (5 % (w/v) rasvatonta maitojauhetta tTBS-puskurissa) 
keinuttaen 1 h:n ajan huoneenlämmössä, minkä jälkeen kalvoa pestiin jälleen 10 min 
tTBS-puskurilla. Primäärinen vasta-aine laimennettiin taulukon 2 mukaan 2,5 % (w/v) 
naudan seerumin albumiinia (bovine serum albumin, BSA) sisältävään TBS-puskuriin 
(tTBS-puskuri ilman Tween 20:tä), ja kalvoa keinutettiin siinä huoneenlämmössä. Tunnin 
kuluttua kalvoa pestiin kolmesti 10 min:n ajan tTBS-puskurilla, minkä jälkeen se siirret-
tiin 1 h:ksi kyllästyspuskuriin 1 : 5 000 laimennettuun sekundääriseen vasta-aineeseen 
(vuohi anti-kani IgG, HRP-konjugoitu, Agrisera, AS09 602, Ruotsi). Lopuksi kalvoa pestiin 
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vielä neljästi 10 min:n ajan tTBS-puskurilla. Nitroselluloosakalvo käsiteltiin ECL-reagens-
seilla (Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent, GE Healthcare, 
RPN2232, Iso-Britannia) tuotteen ohjeen mukaan ja siirrettiin valotusalustalle (Hyper-
cassette, Amersham RPN12649, Iso-Britannia). Filmi (Amersham Hyperfilm ECL, 
28906835, Iso-Britannia) altistettiin ECL-käsitellylle nitroselluloosakalvolle 15 s:n (I lk:n 
kitinaasivasta-aine) ja 1 min:n (II ja IV lk:n kitinaasivasta-aine) ajan. Filmi kehitettiin tuot-
teiden (Carestream Readymatic, Developer & Replenisher, 502 3866, Fixer & Rep-
lenisher, 502 3874, Belgia) valmistajan ohjeen mukaan. 
 
Taulukko 2. Primääriset vasta-aineet, niiden toimittajat ja käytetyt laimennokset. 
 
Primäärisen vasta-aineen kohde Toimittaja Alkuperä Laimennos 
Luokan I kitinaasi Agrisera (AS07 207) Kani 1 : 25 000 
Luokan II kitinaasi (Pseudotsuga menziesii) A. Zamani, Canadian Forest Service Kani 1 : 500 
Luokan IV kitinaasi (Pinus monticola) A. Zamani, Canadian Forest Service Kani 1 : 500 
 
 
4.2 Kitinolyyttisten entsyymien tuotto Pichia pastoris -hiivassa  
 
Kuusisolususpensioviljelmästä puhdistettua kitinaasia tuotettiin heterologisesti toisessa 
isäntäorganismissa, Pichia pastoris -hiivassa, koska haluttiin varmistua kitinaasin puh-
taudesta. Kitinaasin rinnalla tuotetavaksi otettiin mukaan myös kuusipuussa voimak-
kaasti ilmenevä kitinaasin kaltainen proteiini. 
 
4.2.1 Komplementaarisen DNA:n (cDNA) kloonaus 
 
Kitinaasi-DNA:ta tuotettiin RNA:sta, monistettiin ja liitettiin DNA-kuljettajana toimivaan 
plasmidivektoriin yhdistelmä-DNA-plasmidiksi. Vektori siirrettiin Escherichia coli -bak-
teeriin, jossa sitä lisättiin ja josta kitinaasi-DNA-sekvenssin sisältävä plasmidi-DNA eris-
tettiin jatkokäsiteltäväksi sopivaksi P. pastoris -hiivaan siirtoon. 
 
Kokonais-RNA oli eristetty, puhdistettu ja pakastettu sekä kuusipuusta että kuusi-
solususpensioviljelmästä. cDNA-synteesi eli DNA:n kopiointi käänteiskopioijaentsyymillä 
RNA:sta tehtiin oligo-d(T)29VN -alukkeella SuperScript Reverse Transcriptase -pakkauk-
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sen (Invitrogen, 18080-044, USA) ohjeen mukaan. Tuotettu cDNA monistettiin polyme-
raasiketjureaktiolla (polymerase chain reaction, PCR) lämpökierrätinlaitteella (Eppen-
dorf Master Cycler Gradient, Saksa) käyttäen taulukossa 2 esitettyjä alukkeita ja Phu-
sion-DNA-polymeraasia (Thermo Scientific, F-530S, Liettua) entsyymin ohjeen ja taulu-
kon 3 PCR-reaktioaikojen ja -lämpötilojen mukaan. Alukkeet oli suunniteltu aiemmin 
kuusisolususpensiosta eristetyn ja proteiinigeeliltä tunnistetun (Meilahti Clinical Prote-
omics Core Facility, Helsinki) kitinaasin ja kuusigenomisekvenssien ConGenIE-tietokan-
nasta (Nystedt ym. 2013) poimitun, erityisesti kuusipuussa ilmenevän kitinaasin kaltai-
sen proteiinin MA_726207g0010 sekvenssien mukaan.  
 
PCR-tuotteet eroteltiin agaroosigeelillä (1,5 % (w/v) agaroosi (Sigma-Aldrich, A9539, 
USA) ja 0,01 % (w/v) etidiumbromidi (H5041, Promega, USA) Tris-boraatti-EDTA (TBE)-
puskurissa (BP1333-4, Fisher Scientific, Belgia)) agaroosigeelielektroforeesilla (AGE) 
GNA 200 -ajokammiossa (Pharmacia Biotech, Ruotsi), jossa ajopuskurina oli TBE 0,01 % 
(w/v) etidiumbromidilla terästettynä. Menetelmässä negatiivisesti varautuneet nukleii-
nihapot kulkeutuvat sähkökentässä positiivista napaa kohti kokonsa mukaan erottuen. 
Kokostandardina käytetiin λDNA:ta (Thermo Scientific, SD0011, Liettua) pilkottuna PstI-
entsyymillä (Thermo Scientific, FD0614) lisättynä näytepuskuriin (20 % (w/v) Ficoll 
PM400, 50 mM EDTA pH 8, 0,05 % (w/v) bromofenolisini, 0,1 % (w/v) ksyleenisyanolisini 
TBE:ssä) pitoisuuteen 0,004 % (w/v). Kitinaasin 864 emäsparin (base pair, bp) ja kitinaa-
sin kaltaisen proteiinin 1 293 bp:n kokoiset DNA-vyöhykkeet eristettiin geeliltä (E.Z.N.A. 
Gel Extraction Kit, VWR, D2500-02, USA). DNA-jaksot liitettiin pJET1.2/blunt-plasmidi-
vektoriin ja plasmidit siirrettiin E. colin kompetentteihin eli DNA:ta vastaanottamaan ky-
keneviin DH5α-soluihin (CloneJET PCR Cloning Kit, Thermo Scientific, K1232, Liettua). 
Bakteerisolut, joissa oli halutun kitinaasi-DNA-jakson sisältänyt plasmidivektori, eristet-
tiin, ja niistä erotettiin ja puhdistettiin plasmidi-DNA (QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen, 
27160, Saksa). 
 
4.2.2 Kitinaasi-DNA:n ja plasmidin muokkaus ja siirto hiivasoluihin 
 
Kitinaasi-DNA:sta poistettiin signaalisekvenssi ja siihen lisättiin restriktioentsyymikohdat 
vektoriin liittämistä varten sekä polyhistidiinisekvenssi helpottamaan myöhempää puh-
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distamista. Kitinaasi-DNA ja plasmidivektori katkaistiin restriktioentsyymeillä ja yhdis-
tettiin toisiinsa, ja plasmidi siirrettiin bakteerisoluihin lisättäväksi ennen sen viemistä 
Pichia-soluihin. 
 
Proteiinituotossa edettiin EasySelect Pichia Expression Kit -tuottosysteemin (Invitrogen, 
122701, USA) ohjeen mukaan pPICZαA-vektoria käyttäen (kuva 3). Alukkeet suunnitel-
tiin kitinaasi-DNA-sekvenssien PCR-monistukseen niin, että ne monistivat kohdeki-
tinaasisekvenssit ilman signaalisekvenssiä, koska Pichia-tuottosysteemi käytti proteii-
nien eritykseen omaa Saccharomyces cerevisiae -hiivan luontaista erityssignaalia. Ki-
tinaasisekvenssit monistettiin sekä polyhistidiinisekvenssi alukkeen 3’-päässä proteii-
nien myöhempää puhdistusvaihetta ajatellen että ilman sitä. Alukkeiden päihin lisättiin 
kohdat KpnI- ja XbaI-restriktioentsyymeille, jotka on merkitty alleviivaten sekvenssiin 
(taulukko 3). Monistus tapahtui Phusion-DNA-polymeraasilla käyttäen kitinaasi-DNA:n 
sisältänyttä pJET1.2/blunt-plasmidi-DNA:ta templaattina entsyymin ohjeen ja taulukon 
4 PCR-reaktioaikojen ja -lämpötilojen mukaan. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 3. a) pPICZαA-vektorin rakenne. b) pPICZαA-vektorin kloonauskohdat (EasySelect™ Pichia 
Expression Kit, Thermo Fisher Scientific). 
 
b a 
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Taulukko 3. Käytetyt alukkeet monistettaessa kitinaasi-cDNA:ta ja kitinaasi-DNA:ta liitettäväksi 
pPICZαA-vektoriin. Restriktioentsyymien tunnistamat kohdat on merkitty alleviivaten sekvens-
seihin. 
 Kuusisolukkoviljelmän kitinaasi Kuusipuun kitinaasin kaltainen proteiini 
cDNA:n 
monistus 
5’-TAATCAGAGTCAGTGGGTAG-3’ 5’-ACTCTGATTGTTCCACCAAA-3’ 
5’-ATACTTAGCAGCCATGAAC-3’ 5’-ACAGATTACGATCCAGGAGA-3’ 
Monistus 
pPICZαA- 
vektoriin 
5’-CTTAGGTACCGCAGACGAAGATCAGGCG-3’ 5’-CTTAGGTACCGCTCAAAACTGTGGCTGTG-3’ 
5’-CTTATCTAGACTAAGTGGACGCGGAAGAAG-3’ 5’-CTTATCTAGATTAGCAGGAGACATTGGC-3’ 
5’-CTTATCTAGAACAGTGGACGCGGAAGAAGG-3’ (His) 5’-CTTATCTAGAACGCAGGAGACATTGGCTCC-3’ (His) 
Forward-alukkeet merkitty värittömällä pohjalla 
Reverse-alukkeet merkitty vihreällä pohjalla 
 
 
Taulukko 4. PCR-reaktio-olot heterologisen tuoton eri vaiheissa käytettäessä Eppendorf Master 
Cycler Gradient -laitteistoa. 
 
Vaihe Kitinaasi-cDNA:n lisäys Kitinaasi-DNA pPICZαA-vektoriin 
Kitinaasi Kitinaasin kalt. proteiini Kitinaasi Kitinaasin kalt. proteiini 
Lämpötila 
°C 
Aika 
s 
Lämpötila 
°C 
Aika 
s 
Lämpötila 
°C 
Aika 
s 
Lämpötila 
°C 
Aika 
s 
1 Alkudenaturaatio 98 180 98 180 98   30 98   30 
2 Denaturaatio 98   10 98   10 98   10 98   10 
3 Alukkeiden kiinnitys 55   30 68 (-1/sykli)   30 60/63 (His)   30 64/65,5 (His)   30 
4 Pidennys 72   20 72   60 72   60 72   60 
5 Syklit (vaiheet 2-4) 29x 9x 15x 15x 
6 Denaturaatio   98   10     
7 Alukkeiden kiinnitys   58   30     
8 Pidennys   72   60     
9 Syklit(vaiheet 6-8)   19x     
10 Loppupidennys 72 600 72 480 72 480 72 480 
 
 
PCR-tuotteet eroteltiin 1,5 % (w/v) agaroosigeelillä kuten edellä, ja 776 (+ 63 His) bp:n 
(kitinaasi) ja 878 (+ 63 His) bp:n (kitinaasin kaltainen entsyymi) kokoiset vyöhykkeet eris-
tettiin siltä (E.Z.N.A. Gel Extraction Kit). DNA-sekvenssien päät katkaistiin KpnI- (Thermo 
Scientific, FD0524) ja XhoI-restriktioentsyymeillä (Thermo Scientific, FD0694), ja DNA 
puhdistettiin samalla E.Z.N.A.-tuotteella. 
 
pPICZαA-plasmidivektori siirrettiin lämpöshokin avulla kompetentteihin DH5α-soluihin, 
ja Zeocin-antibiootin (Invitrogen, R25001, Ranska) avulla valituista, plasmidit sisältä-
neistä bakteerisoluista eristettiin ja puhdistettiin plasmidi-DNA (QIAprep Spin Miniprep 
Kit). Plasmidi leikattiin KpnI- ja XhoI-restriktioentsyymeillä, syntynyt lineaarinen tuote 
eroteltiin 1,5 % (w/v) agaroosigeelillä, ja 3,6 kbp:n kokoinen vyöhyke eristettiin siltä 
(E.Z.N.A. Gel Extraction Kit). 
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Kitinaasi-DNA-sekvenssin liittäminen pPICZαA-plasmidivektoriin tehtiin käyttäen apuna 
New England Biolabsin ligaatiolaskinta (http://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation). 
Sen mukaan vektorin massan ollessa 40 ng kitinaasi-DNA:ta tarvittiin 26 ng, kun tavoit-
teena 800 bp:n kitinaasi-DNA -jaksolle ja 3 600 bp:n vektorille oli molaarinen kitinaasi-
DNA-vektori -suhde 3 : 1. Plasmidin siirtäminen E. colin kompetentteihin DH5α-soluihin 
tapahtui lämpöshokin avulla Pichia-tuottosysteemin ohjeen mukaan. pPICZαA-plasmidit 
eristettiin bakteerisoluista (QIAprep Spin Miniprep Kit), ja kitinaasi-DNA-sekvenssien si-
jainti oikeassa lukukehyksessä varmistettiin sekvensoimalla (Haartman-instituutti, Hel-
sinki). Negatiiviseksi kontrolliksi siirrettiin DH5α-soluihin pelkkä plasmidi ilman kitinaasi-
DNA:ta.  
 
10 μg pPICZαA-plasmidi -DNA:ta kitinaasi-DNA:n kera sekä ilman linearisoitiin katkaise-
malla se MssI-restriktioentsyymillä (Thermo Scientific, FD1344) ja puhdistettiin fenoli-
kloroformi -uutolla. P. pastoris -linjan X-33 solut tehtiin kompetenteiksi, plasmidi-DNA 
siirrettiin niihin elektroporaatiolla voimakkaan, lyhytkestoisen sähköpulssin avulla (Bio-
Rad GenePulser Xcell, USA, fungal protocol / P. pastoris) ja plasmidin sisältäneet hiiva-
solut valikoitiin tuottosysteemin ohjeen mukaan. 
 
4.2.3 Tuotto 
 
Plasmidit sisältäneitä hiivasoluja viljeltiin kolmen päivän ajan ravistuksessa. Proteiinien 
tuottumista edistettiin säännöllisin metanolilisäyksin, kunnes alusta kerättiin talteen jat-
koanalysoitavaksi. 
 
pPICZαA-plasmidin sisältäviä X-33 -P. pastoris -soluja kasvatettiin Buffered Glycerol-
complex Medium (BMGY, 25 ml / 250 ml:n erlenmeyer-astia) ja Buffered Methanol-
complex Medium (BMMY, 200 ml / 1 000 ml:n erlenmeyer-astia) -alustoilla 270 rpm:n 
ravistusnopeudella (Kühner Shaker ISF1-W, Sveitsi) 29 °C:ssa 3 vrk Pichia-tuottosystee-
min ohjeen mukaan. Proteiinien erittyminen kasvatusalustaan indusoitiin metanolilisä-
yksin 0,5 %:n loppupitoisuuteen 24 h:n välein. Kasvatuksen päätyttyä alusta erotettiin 
soluista sentrifugoimalla sitä 2 000 g:n painovoimalla (Sorvall Evolution RC, USA) 4 °C:ssa 
10 min, ja 200 ml jokaista alustaa kerättiin talteen. Negatiivinen kontrolli kasvatettiin 
samoin kuin kitinaasi-DNA:ta kantaneen plasmidinkin sisältäneet solut. Koska proteiinia 
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huomattiin olleen varsinkin His-hännällisten näytteiden tuottoalustoissa vähän, His-hän-
nätöntä kitinaasia tuotettiin 600 ml, His-hännätöntä kitinaasin kaltaista proteiinia 800 
ml ja His-hännällistä kitinaasin kaltaista proteiinia 1 000 ml lisää samalla menetelmällä. 
His-hännällisen kitinaasin tuotosta ja analysoinnista luovuttiin kokonaan, kun His-hän-
nätöntä muotoa kitinaasista havaittiin tuottuvan hyvin runsaasti ja puhdistamisen ole-
van vaivatonta hännälliseen verrattuna. 
 
4.2.4 SDS-PAGE-, entsyymiaktiivisuus- ja western blot-analyysit  
  
Kasvatusalustanäytteet P. pastoris -hiivassa heterologisesti tuotetuista kitinaaseista 
sekä negatiivisesta kontrollista analysoitiin sekä heti tuoton jälkeen että myös puhdis-
tettuna myöhemmin. Proteiinien kokoa, kitinolyyttistä aktiivisuutta sekä tunnistetta-
vuutta eri kitinaasiluokkien vasta-aineilla tarkasteltiin SDS-PAGE -, aktiivisuusgeeli- ja 
western blot -menetelmillä kuten luvuissa 4.1.2 ja 4.1.3 on kuvattu (s. 25-27).  
 
Alustanäytteet P. pastoris -hiivassa tuotetuista kitinaaseista ja negatiivisesta kontrollista 
analysoitiin ensin ennen näytteiden puhdistusta alustaa konsentroimatta. I luokan ki-
tinaasivasta-aineen sijaan käytettiin His-tag-kani -vasta-ainetta (Cell Signalling, 2365S) 
laimennoksena 1 : 2 000 ja filmin altistusaikana kaikille vasta-aineille 30 s. Ammonium-
sulfaattisaostuksen ja kromatografisten puhdistusvaiheiden jälkeen hiivassa tuotetut ki-
tinaasit analysoitiin samoin, mutta koska osa analysoitavien proteiinien pitoisuuksista 
oli pieniä, siirryttiin määrittämään proteiinit SDS-PAGE -geeleiltä hopeavärjäyksellä Blu-
min menetelmän mukaan (Blum ym. 1987) sillä erotuksella, ettei hopeanitraattiliuok-
seen lisätty formaldehydiä. Vasta-aineina oli IV lk:n kitinaasivasta-aine sekä His-tag-kani 
-vasta-aine ja filmin altistusaikana molemmille vasta-aineille 5 s.  
 
Entsyymiaktiivisuustestaus toteutettiin glykolikitiiniä sisältävän PAGE:n lisäksi pisara-
analyysina maljalla siten, että 1,5 % agaroosigeeliin 100 mM natriumasetaattipuskurissa 
pH 5,0 lisättiin glykolikitiiniä pitoisuuteen 0,02 % (w/v) petrimaljalla. 5 μl:n näyte pipe-
toitiin geelin päälle, geeliä inkuboitiin 37 °C:ssa 1 h, ja Calcofluor-käsittely ja kitinaasiak-
tiivisuuden detektointi tehtiin kuten aiemmin (luku 4.1.2, s. 25-26). Negatiivisena kont-
rollina toimi pelkkä puskuriliuos. Positiivisena kontrollina käytettiin kuusisolususpensio-
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viljelmästä aikaisemmin työn ulkopuolella puhdistettua ja erotettua geelisuodatus-
jaetta, jonka aktiivisuuden glykolikitiinille oli todettu olleen voimakasta. Näytteiden ki-
tiinigeelimaljalle tuottamia reaktioita verrattiin negatiiviseen ja positiiviseen kontrolliin.  
 
4.2.5 Proteiinien puhdistus 
 
P. pastoris -hiivassa tuotetut kitinaasit/kitinaasin kaltaiset proteiinit pyrittiin erottamaan 
Pichian omista proteiineista ja alustakomponenteista. Puhdistus aloitettiin proteiinien 
ammoniumsulfaattisaostuksella, minkä jälkeen jatkettiin kitinaasien erottamista muista 
proteiineista geelisuodatus-, affiniteetti- ja kationinvaihtokromatografisesti 
 
Kitinaasin sekä His-hännällisen ja -hännättömän kitinaasin kaltaisen proteiinin tuotto-
aluston proteiinit ammoniumsulfaattisaostettiin kyllästymisvälille 50─70 % (314 + 135 
g/l). Puskuriliuokset vaihdettiin 50 mM natriumasetaattipuskuriin pH 5,0 ja liuokset kon-
sentroitiin Vivaspin Turbo 15 -kolonneilla (Sartorius, VS15T01, 10 kDa, Saksa) 4 000 g:n 
painovoimalla (Eppendorf Centrifuge, 5180R, Saksa) 4 °C:ssa. His-hännättömän kitinaa-
sin kaltaisen proteiinin näyteproteiinit pyrkivät kasautumaan yhteen ja jäämään liuke-
nematta. Tätä pyrittiin vähentämään käyttämällä pitoisuudeltaan suurempaa 150 mM:n 
natriumasetaattipuskuria sekä suodattamalla näyte huokoskooltaan 0,45 μm:n polyeet-
terisulfonikalvon (VWR, 514-0075, USA) läpi. 
 
Kitinaasit ja kitinaasien kaltaiset proteiinit jatkopuhdistettiin kokolajittelemalla ne gee-
lisuodatuskromatografisesti Hiload 16/60 Superdex 75 Prepgrade -pylväällä (Pharmacia 
Biotech, 17-1068-01, Ruotsi) ÄKTAprime -nestekromatografilla. Geelisuodatusmenetel-
män kokoerotteluvaikutus perustuu suurempien partikkelien etenemiseen pylväässä 
pienempiä nopeammin. Ajo tapahtui 50/150 mM natriumasetaattipuskurissa pH 5,0 vir-
tausnopeudella 0,8 ml/min 2 ml:n näytejakeita keräten, kunnes proteiinit olivat huuh-
toutuneet pylväästä ja A280-arvo oli palautunut lähelle nollaa. Kromatogrammeihin muo-
dostui kaksi huippua, joita vastaavat näytteet analysoitiin hopeavärjätyillä SDS-PAGE -
geeleillä. Tavoiteltua näytekokoa vastaavat jakeet yhdistettiin ja konsentroitiin kuten 
aiemmin. 
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His-hännällisen kitinaasin kaltaisen proteiinin geelisuodatuksen perusteella valitut ja-
keet vaihdettiin LEW-puskuriin (PrepEase His-tag Purification Midi Kit, PN78733 1 KT, 
Saksa) PD-10-pylväillä, ja näyte puhdistettiin metalli-ioniaffiniteettikromatografisesti 
tuotteen ohjeen mukaan. Menetelmässä nikkeli-ioneilla varattu, kelatoivia TED (tris-kar-
boksimetyylietyleenidiamiini) -ryhmiä sisältävä resiini sitoo histidiiniä sen rakenteen imi-
datsolirenkaasta, ja His-hännällinen proteiini voidaan vapauttaa lisäämällä imidatsolia 
sisältävää eluutiopuskuria kilpailemaan resiinin sitoutumispaikoista. Puskuri vaihdettiin 
50 mM natriumasetaattipuskuriksi pH 5,0 imidatsolin poistamiseksi näytteistä ja näyte 
konsentroitiin kuten ammoniumsulfaattisaostuksen jälkeen (= E8). His-hännättömän ki-
tinaasinäytteen geelisuodatuksessa valitut jakeet jatkopuhdistettiin affiniteettikromato-
grafisesti kitiinihelmipylväällä (= E6) sekä kationinvaihtokromatografialla (= E7) kuten on 
kuvattu luvussa 4.1.1 (s. 23-25).  His-hännätöntä kitinaasin kaltaista proteiinia yritettiin 
geelisuodatuksen jälkeen puhdistaa myös kitiinihelmipylväällä sekä kationinvaihtokro-
matografialla, mutta näytteestä ei saatu mitään erotettua, joten jatkoanalyysit tehtiin 
geelisuodatuksesta valituista myös paljon muita proteiineja sisältaneistä jakeista (= E9).  
 
4.2.6 Deglykosylaatio 
 
Näytteet käsiteltiin glykosylaation eli hiilihydraattiosan proteiinista katkaisevalla entsyy-
millä mahdollisten glykosylaatioiden havaitsemiseksi proteiineissa, koska ylimääräiset 
glykosylaatiot voivat vaikuttaa proteiinien toimintaan. Tämän jälkeen käsittelemättömiä 
näytteitä verrattiin käsiteltyihin. 
 
P. pastoris -hiivassa tuotetuille näytteille E7, E8 ja E9 sekä kuusen soluviljelyalustasta 
eristetyille E4- ja E5-näytteille tehtiin glykosylaatioiden poisto käsittelemällä ne PNGase 
F -entsyymilllä, joka erottaa oligosakkaridin proteiinista katkaisemalla sen sisimmän N-
asetyyliglukosamiinin ja proteiinin asparagiinin välistä silloin, kun N-asetyyliglukosamiini 
ei ole lisäksi kytkeytynyt α-(1→3)-fukoosiin. Deglykosylaatio tehtiin PNGase F -tuotteen 
(New England BioLabs, P0704S, USA) denaturoivan ohjeen mukaan. Sen jälkeen puskuri 
vaihdettiin 50 mM natriumasetaattipuskuriksi pH 5,0 ja näytteet konsentroitiin ja analy-
soitiin SDS-PAGE- sekä aktiivisuusgeeleillä kuten aiemmin luvussa 4.1.2 (s. 25-26).  
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4.3 Hiilihydraattimikrokalvoanalyysi (Carbohydrate microarray) 
 
Kuusisolususpensioviljelmän alustan entsyymit, kitinaasipuhdistusvaiheiden välituot-
teita sekä alustoista eristetyt ja puhdistetut kitinolyyttiset entsyymit analysoitiin hiili-
hydraattimikrokalvoanalyysilla. Menetelmä testasi useilla polysakkaridivasta-aineilla, 
toimivatko entsyymit jollakin kuusiperäisellä substraatilla. 
 
Puolikvantitatiivinen hiilihydraattimikrokalvomenetelmä (kuva 4) hyödyntää robotin 
näytteenkäsittelytehokkuutta sekä monoklonaalisten vasta-aineitten (monoclonal anti-
body, mAb) ja hiilihydraattien sitoutumisyksiköiden (carbohydrate binding module, 
CBM) spesifisyyttä (Moller ym. 2007). Sen avulla voidaan esimerkiksi systemaattisesti 
tunnistaa kasvisoluseinän glykaaneja tai määrittää erilaisten entsyymien aktiivisuutta eri 
soluseinäkomponentteihin (Vidal-Melgosa ym. 2015). CoMPP (comprehensive microar-
ray polymer profiling) -menetelmällä solukoiden glykaanit uutetaan vaiheittain pektiini-
, hemiselluloosa- ja selluloosarakenteiden erottamiseksi ja näytteet siirretään robot-
tiavusteisesti mikrokalvoille, joilta ne tunnistetaan tai entsyymireaktio määritetään 
mAb- ja CBM-koettimilla.  
 
Yhdeksän kuusisolususpensioviljelmän tai Pichia-tuoton entsyymiä/entsyymiseosta tes-
tattiin neljällä kuusiperäisellä substraatilla. Substraatteina käytettiin A3/85-kuusisoluvil-
jelmän kuusisoluja, kuusen kehittyvää ja kypsää puuta sekä A3/85-kuusisoluviljelmään 
vapautunutta ligniiniä. Hiilihydraattimikrokalvoanalyysi tehtiin kolmessa osassa saman 
toimintatavan mukaisesti käyttäen joka kerralla samoja substraatteja mutta eri entsyy-
mejä (taulukot 5 ja 6).   
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Kuva 4. Hiilihydraattimikrokalvoanalyysitekniikan vaiheet. a) Menetelmä perustuu tietyn mo-
noklonaalisen vasta-aineen (mAb) tai hiilihydraatin sitoutumisyksikön (CBM) sitoutumiseen po-
lysakkaridisubstraattipinnan epitooppiin, mikä estyy, jos entsyymi hajottaa tai muuntaa 
substraattia. b) Substraatit ja entsyymit sekoitetaan kuoppalevyn kaivoissa, ja joka reaktiolle val-
mistetaan vastaava entsyymitön negatiivinen kontrolli. c) Kuoppalevyjen näyteseokset annos-
tellaan robottiavusteisesti nitroselluloosakalvolle, jotka käsitellään mAb/CBM-koettimilla. Koet-
timien sitoutuminen todetaan entsyymiin kytketyillä sekundaarivasta-aineilla, joihin on sidottu 
värillisen yhdisteen tuottava substraatti. d) Jokaisen reaktion ja negatiivisen kontrollin signaalien 
väri-intesiteetit määritetään, ja lopulliset tulosarvot saadaan jakamalla negatiivisten kontrollien 
signaali-intensiteettiarvot entsyymillä käsiteltyjen näytteiden signaali-intensiteettiarvoilla (Vi-
dal-Melgosa ym:n (2015) kaavion mukaan). 
 
 
 
a 
Ei sitoutumista 
E E E 
Entsyymi 
Sitoutunut 
koetin 
Substraatti 
c 
100 %           50 %                   100 % 100 %         Signaalien intensiteetit 
2                  1                        Tulosarvot 
d 
b 
Substraatti 1 
ei entsyymiä 
(neg. kontrolli) 
Substraatti 1 
+ entsyymi (E) 
Substraatti 2 
ei entsyymiä 
(neg. kontrolli) 
Substraatti 2 
+ entsyymi (E) 
E 
E 
E 
384-kuoppalevy 
E 
E E 
E E 
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Taulukko 5. Kolmessa hiilihydraattimikrokalvoanalyysissä käytetyt entsyymit ja niiden pitoisuu-
det. KKP = kitinaasin kaltainen proteiini. 
 
 
 Koe 1 Koe 2 
Analyysi 1 Koodi Proteiini- 
pitoisuus 
µg/ml 
Entsyymi 
µl 
Puskuri 
µl 
Entsyymi 
µl 
Puskuri 
µl 
Kuusisolususpensioviljelyalusta E1 2000 150 - 10 10 
Streptomyces griseus -kitinaasi (Sigma) PK   100 150 - 10 10 
Analyysi 2 
Kuusisolususpensiosta puhdistetut entsyymit 
Koodi Proteiini- 
pitoisuus 
µg/ml 
Entsyymi 
µl 
Puskuri 
µl 
Entsyymi 
µl 
Puskuri 
µl 
Kitiinipylvääseen sitoutumattomat proteiinit E2 2760    75 75 10 10 
Kitiinipylvään eluaatti E3 1011    75 75 10 10 
Ioninvaihtokromatografisesti puhd. kitinaasi K1 E4     61       37,5 75 10 10 
Ioninvaihtokromatografisesti puhd. kitinaasi K3 E5   221       37,5 10 10 
Streptomyces griseus -kitinaasi (Sigma) PK   170 150 - 10 10 
Analyysi 3 
P. pastoriksessa tuotetut entsyymit 
Koodi Proteiini- 
pitoisuus 
µg/ml 
Entsyymi 
µl 
Puskuri 
µl 
Entsyymi 
µl 
Puskuri 
µl 
Kitiinipylvään kitinaasieluaatti  E6           7,5   50 50 10 10 
Ioninvaihtokromatografisesti puhd. kitinaasi  E7   246   50 50      2,5    17,5 
Affiniteettikromatografisesti puhdistettu KKP  E8     81   10 90   2 18 
Geelisuodatuksella erotettu KKP (+ muita prot.) E9   328   50 50 10 10 
Streptomyces griseus -kitinaasi (Sigma) PK    165 100 - 20 - 
  
 
 
Taulukko 6. Hiilihydraattimikrokalvoanalyyseissa käytetyt substraatit. 
Substraatti Koodi 
A3/85-suspensioviljelmän kuusisolut, pakastettu ja kylmäkuivattu S1 
Kehittyvä kuusipuu, jauhettu ja kuivattu  S2 
Kypsä kuusipuu, jauhettu ja kuivattu  S3 
A3/85-kuusisolususpensioviljelmään vapautunut ligniini, uutettu 1 M NaCl:lla, kuivattu ja pakastettu S4 
 
 
Substraatit käsiteltiin ensin pektiinirakenteita uuttavalla sykloheksaani-1,2-diamiinitet-
raetikkahapolla (CDTA) ja sen jälkeen hemiselluloosarakenteita uuttavalla natriumhyd-
roksidilla (NaOH). Jokaisella analyysikerralla kaksi peräkkäistä mikrokalvokoetta oli 
suunniteltu niin, että substraatin entsyymikäsittely tehtiin sekä ennen substraatin uut-
toja (koe 1) että vasta niiden jälkeen (koe 2) (kuva 5). 
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       Koe 1                    Koe 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 5. Kuoppalevylle jaettujen näytteiden käsittelyvaiheet. Kokeessa 1 entsyymi lisättiin 
substraatille ennen uuttoja, positiivisena kontrollina (PK) substraatille lisättiin kaupallista ki-
tinaasia ja negatiivisena kontrollina (NK) puskuriliuosta. CDTA-uuton jälkeen pelletti siirtyi 
NaOH-uuttoon ja molempien uuttojen jälkeen supernatantit analysoitiin kuoppalevyllä. Ko-
keessa 2 entsyymi (myös positiivinen ja negatiivinen kontrolli) lisättiin substraatille vasta uutto-
jen jälkeen kuoppalevyllä. Silloin substraattina toimi kokeen 1 negatiivisen kontrollin eli 
substraatti-puskuri -seoksen uuton jälkeinen supernatantti. 
 
4.3.1 Entsyymin lisäys ennen uuttoja (Koe 1) 
 
Substraattien käsittely 
Entsyymit E1-E9 (taulukko 5), 100 mM natriumasetaattipuskuri pH 5,0 negatiivisena 
kontrollina (NK) tai kaupallinen Streptomyces griseus -bakteerin kitinaasi (Sigma, C6137) 
100 mM natriumasetaattipuskurissa pH 5,0 positiivisena kontrollina (PK) lisättiin 10 
mg:lle substraatteja S1−S4 (taulukko 6) kahtena kerranteena laimennettuna 50 mM nat-
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riumasetaattipuskuriin pH 5,0 taulukossa 5 esitettyjen määrien mukaisesti. Näytteet ho-
mogenisoitiin ravistamalla niitä kierrosnopeudella 360 rpm (Tissue Lyser II, Retsch, 
Qiagen) metallikuulan kanssa huoneenlämmössä 2 h. Putkia sentrifugoitiin 2 762 g:n 
painovoimalla huoneenlämmössä 10 min, minkä jälkeen pelletit erotettiin CDTA-uut-
toon.  
 
CDTA-uutto pektiinien erottamista varten 
30-kertainen tilavuus 50 mM CDTA:ta (Fluka, 34588) pH 7,5 lisättiin näytepelleteille. 
Näytteitä ravistettiin huoneenlämmössä ensin 1 620 rpm:n kierrosnopeudella (Tissue 
Lyser II, Retsch, Qiagen) 2 min ja sen jälkeen 360 rpm:n kierrosnopeudella 2 h. Putkia 
sentrifugoitiin 2 762 g:n painovoimalla huoneenlämmössä 10 min, minkä jälkeen super-
natantit siirtyivät analysoitavaksi kuoppalevylle ja pelletit NaOH-uuttovaiheeseen.  
 
NaOH-uutto hemiselluloosa-ainesten erottamista varten 
30-kertainen tilavuus 4 mM natriumhydroksidia, johon oli lisätty 0,1 % natriumborohyd-
ridiä (NaBH4), lisättiin pelleteille CDTA-uuton jälkeen. Näytteitä ravistettiin ja sentri-
fugoitiin kuten CDTA-uuttovaiheessa, pelletit hylättiin ja supernatantit siirrettiin jatko-
analysoitaviksi. NaOH-uuton jälkeen näytteiden pH säädettiin 5,5:een 100 % etikkaha-
polla ennen niiden pipetointia 384-kuoppalevyille.   
 
Pipetointi kuoppalevyille 
25 μl supernatanttia ja 25 μl ArrayJet-puskuria pipetoitiin kaivoihin 384-kuoppalevylle 
(Greiner BioOne, 781280). Näytteistä tehtiin levylle ArrayJet-puskuriin kaksi (2. analyysi, 
koe 2), kolme (3. analyysi) tai neljä (1. ja 2. analyysi, koe 1) lopputilavuudeltaan 40 μl:n 
laimennosta, 1 : 2, 1 : 10, 1 : 50 ja 1 : 250 kahtena kerranteena.  
 
4.3.2 Entsyymin lisäys uuttojen jälkeen (Koe 2) 
 
Osa negatiivisen kontrollin (puskuri + substraatti) supernatanteista ensimmäisen kokeen 
CDTA- sekä NaOH-uuttojen jälkeen käytettiin toisen kokeen entsyymikäsittelyyn. 12,5 μl 
negatiivisen kontrollin supernatanttia ja 12,5 μl ArrayJet-puskuria pipetoitiin kaivoihin 
384-kuoppalevylle. Näytteistä tehtiin levylle laimennokset ja kerranteet kuten kokeessa 
1. 20 μl:n substraattilaimennusssarjat käsiteltiin entsyymillä, positiivisena kontrollina 
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toimineella kaupallisella kitinaasilla tai negatiivisena kontrollina toimineella 100 mM 
natriumasetaattipuskurilla pH 5,0 taulukossa 5 esitettyjen määrien mukaisesti. 
 
4.3.3 Entsyymien sisältämät polysakkaridit ja testaus ilman uuttoja 
 
Entsyymien itsensä mahdollisesti sisältämien polysakkaridien havaitsemiseksi kuoppale-
vyille lisättiin toisella ja kolmannella analyysikerralla pelkästään entsyymin (20 μl) ja pus-
kurin (20 μl) käsittävät näytteet ilman substraattia tai uuttoa. Kolmannella analyysiker-
ralla kuoppalevyillä analysoitiin myös entsyymi-substraatti -reaktio ilman substraatin 
uuttamista ja verrattiin mahdollisia eroja uuttokäsitteltyihin substraatteihin. 
 
4.3.4 Näytteiden siirto kalvoille ja vasta-ainekäsittelyt 
 
Kuoppalevyiltä entsyymikäsitellyt substraattinäytteet siirrettiin nitroselluloosakalvoille 
robottiavusteisesti. Kalvot käsiteltiin lähes kolmellakymmenellä eri vasta-aineella / hiili-
hydraattiin sitoutuvalla yksiköllä entsyymien mahdollisen substraattia hajottaneen vai-
kutuksen havaitsemiseksi. 
 
Kuoppalevyjä keinutettiin ravistajassa 100 rpm:n kierrosnopeudella ensin huoneenläm-
mössä 2 h ja sen jälkeen 80 °C:ssa 15 min entsyymien inaktivoimiseksi, minkä jälkeen 
levyjä sentrifugoitiin 2 762 g:n painovoimalla huoneenlämmössä 10 min. Sprint Inkjet 
Arrayer -laitteen (ArrayJet, Iso-Britannia) JetSpyder-annostelija jakoi näytteet nitrosel-
luloosakalvoille (huokoskoko 0,45 μm, Whatman, Iso-Britannia) 22 °C:n lämpötilassa ja 
55 %:n suhteellisessa kosteudessa. Jokaisesta kaivosta tulostui neljä teknistä kerran-
netta. Nitroselluloosakalvopalat siirrettiin 6-kuoppalevyille ja kyllästettiin 5 % (w/v) ras-
vatto-malla maitojauheella fosfaattipuskuroidussa suolaliuoksessa (PBS, 10 mM 
Na2HPO4, 1,7 mM KH2PO4, 140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, pH 7,5) 85 rpm:n kierrosnopeu-
della ravistajassa (Heidolf Unimax, Saksa) huoneenlämmössä 1 h:n ajan. Primääriset mo-
noklonaaliset vasta-aineet ja hiilihydraattien sitoutumisyksiköt (PlantProbes, Iso-Britan-
nia; Institut National de la Recherche Agronomique, Ranska; BioSupplies, Australia; 
NZYTech, Portugali) laimennettiin kyllästyspuskuriin taulukon 7 mukaan, ja liuokset (1,5 
ml) lisättiin kalvoille, joita keinutettiin 85 rpm:n kierrosnopeudella ravistajassa huoneen-
lämmössä 2 h:n ajan. Kalvot pestiin kahdesti PBS:llä, minkä jälkeen niitä keinutettiin 
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PBS:ssä 85 rpm:n kierrosnopeudella ravistajassa huoneenlämmössä 10 min. Anti-His-tag 
-hiiri- ja -rotta -sekundäärivasta-aineet sidottuna alkaliseen fosfataasiin (Sigma-Aldrich) 
laimennettiin kyllästyspuskuriin taulukon 7 mukaan, ja kalvoja keinutettiin liuoksissa 85 
rpm:n kierrosnopeudella ravistajassa huoneenlämmössä 2 h:n ajan. 
 
Taulukko 7. Mikrokalvoanalyysien vasta-aineet (va) ja laimennokset. 
Primääriset vasta-aineet Laimennos Analyysi 
Polysakkaridi Koodi Epitooppi Alku-
perä 
Prim. va Sek. va 1 2 3 
Glukaani (kalloosi) BS-400-2 (1→3)-β-D-glukaani Hiiri 1:1000 1:5000 x x x 
Glukaani BS-400-3 (1→3)(1→4)-β-D-glukaani Hiiri 1:1000 1:5000  x x 
Mannaani BS-400-4 (1→4)-β-D-mannaani Hiiri 1:1000 1:5000  x x 
Selluloosa CMB3-a (1→4)-β-glukaani His 1:400 1:1500 x x x 
RGI:een liittyvä INRA-RU1 Ramnogalakturonaani I:n runko Hiiri 1:10 1:5000  x x 
RGI:een liittyvä INRA-RU2 Ramnogalakturonaani I:n runko Hiiri 1:10 1:5000  x x 
Pektiini JIM5 Homogalakturonaani, alhainen 
esteröitymisaste 
Rotta 1:10 1:1000 x x x 
Pektiini JIM7 Homogalakturonaani, korkea es-
teröitymisaste 
Rotta 1:10 1:1000 x x x 
AGP JIM8 Arabinogalaktaaniproteiini Rotta 1:10 1:1000 x x x 
AGP JIM13 Arabinogalaktaaniproteiini  Rotta 1:10 1:1000 x x x 
Ekstensiini JIM20 Ekstensiini Rotta 1:10 1:1000 x x x 
Ekstensiini LM1 Ekstensiini Rotta 1:10 1:1000 x x x 
AGP LM2 Arabinogalaktaaniproteiini  
(β-sidoksella kiinnittynyt 
glukuronihappo) 
Rotta 1:10 1:1000 x x x 
RGI:een liittyvä LM5 (1→4)-β-D-galaktaani Rotta 1:10 1:1000 x x x 
RGI:een liittyvä LM6 (1→5)-α-L-arabinaani Rotta 1:10 1:1000 x x x 
Pektiini LM7 Homogalakturonaani, kohtalai-
nen esteröitymisaste, metyyliyk-
siköt eivät järjestäytyneet 
Rotta 1:10 1:1000 x x x 
Pektiini LM8 Ksylogalakturonaani Rotta 1:10 1:1000 x x x 
Ksylaani LM10 (1→4)-β-D-ksylaani Rotta 1:10 1:1000 x x x 
Ksylaani LM11 (1→4)-β-D-ksylaani/ara-
binoksylaani 
Rotta 1:10 1:1000 x x x 
RGI:een liittyvä LM12 Ferulaatti (missä tahansa poly-
meerissä) 
Rotta 1:10 1:1000 x x x 
RGI:een liittyvä LM13 Lineaarinen 
(1→5)-α-L-arabinaani 
Rotta 1:10 1:1000 x x x 
Ksyloglukaani  LM15 Ksyloglukaani (XXXG-rakenne) Rotta 1:10 1:1000 x x x 
RGI:een liittyvä LM16 Prosessoitu  
(1→5)-α-L-arabinaani 
Rotta 1:10 1:1000 x x x 
Pektiini LM18 Osittain metyyliesteröitynyt  
homogalakturonaani 
Rotta 1:10 1:1000 x x x 
Pektiini LM19 Osittain metyyliesteröitynyt  
homogalakturonaani 
Rotta 1:10 1:1000 x x x 
Pektiini LM20 Osittain metyyliesteröitynyt  
homogalakturonaani 
Rotta 1:10 1:1000 x x x 
Mannaani LM21 (1→4)-β-D-mannaani/galakto- 
mannaani/glukomannaani 
Rotta 1:10 1:1000 x x x 
Mannaani LM22 (1→4)-β-D-mannaani/gluko-
mannaani 
Rotta 1:10 1:1000 x x x 
Ksylaani LM23 (1→4)-β-D-ksylaani Rotta 1:10 1:1000 x x x 
Ksyloglukaani LM24 Ksyloglukaani Rotta 1:10 1:1000 x x x 
Ksyloglukaani LM25 Ksyloglukaani Rotta 1:10 1:1000 x  x 
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4.3.5 Tunnistus ja analysointi 
 
Vasta-aineiden / hiilihydraattien sitoutumisyksiköiden aiheuttamat mahdollisten värire-
aktioiden intensiteetit nitroselluloosakalvoilla muunnettiin analysointiohjelman avulla 
numeeriseen muotoon. Tulokset määritettiin suhteuttamalla näytteiden arvot negatii-
visten kontrollien arvoihin (kuva 4). 
 
Kalvoja huuhdeltiin kahdesti vedellä 2 min:n ajan, minkä jälkeen ne siirrettiin kehitys-
liuokseen (7,5 % (v/v) 5-bromo-4-kloro-3-indolyylifosfaatti BCIP (Thermo Scientific, 
34040) ja 6,6 % (v/v) nitro blue tetrazolium NBT (Thermo Scientific, 34045) alkalisen fos-
fataasin puskuriliuksessa (100 mM dietanoliamiini, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, pH 9,5)). 
2−10 min:n altistusajan jälkeen näkyviin tullut reaktio pysäytettiin vedellä. Kalvot kui-
vattiin yön yli suodatinpaperien välissä, kuvat niistä siirrettiin 2 400 dpi:n tarkkuudella 
tietokoneelle (CanoScan 8800F, Canon, Tanska), muunnettiin TIFF-muotoon ja signaalit 
muunnettiin numeerisiksi Array Pro-Analyzer 6.3 -ohjelman (Media Cybernetics, USA) 
avulla. Keskimääräinen maksimipistesignaali asetettiin 100:ksi ja kaikki muut arvot nor-
malisoitiin sen mukaan. Viittä pienemmät arvot muunnettiin arvoksi viisi. Negatiivisten 
kontrollien (pelkät puskuriliuokset) signaaliarvot jaettiin näytteiden (entsyymit) signaa-
liarvoilla, ja tulokset esitettiin lukuarvokarttoina, joissa arvoa 1 suuremmat pus-
kuri/näyte -suhteet viittasivat substraattien pilkkoutumiseen maksimiarvon ollessa 20. 
 
5 Tulokset 
 
5.1 Kuusisolususpensioviljelmän alustasta eristetyt kitinaasit 
 
Kuusen solukkoviljelyalustan proteiineja ja kitinaaseja tarkasteltiin kromatografisten 
puhdistusvaiheiden jälkeen SDS-PAGE-, kitinaasiaktiivisuus- ja western blot -analyysien 
avulla. Alustasta erottui voimakkaimmin kaksi kitinolyyttisesti aktiivista pientä I tai IV 
luokan kitinaasia. 
 
Kitiinipylvääseen kiinnittymättömässä aineksessa (E2) näkyy SDS-PAGE -geelillä odote-
tusti suuri osa kuusen soluviljelyalustan proteiineista (kuva 5a). Kitiinipylvään eluaatti 
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(E3) sisälsi kaksi pylvään sitomaa proteiinia, kooltaan noin 25 ja 30 kDa, jotka saatiin 
kationinvaihtokromatografisesti lähes erotettua toisistaan (E4 ja E5) (kuva 5b). 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 5. Kuusen soluviljelyalustasta puhdistetut kitinaasit Coomassie-värjätyllä SDS-PAGE -gee-
lillä. a) Kitiinipylvääseen kiinnittymättömät alustaproteiinit (E2) ja kaksi pylvääseen sitoutunutta 
kitinaasia (E3). b) Kitiinihelmipylväästä eluoidut, kationinvaihtokromatografisesti erotetut ki-
tinaasit (E4 ja E5). 
 
Kun samat näytteet analysoitiin glykolikitiiniä sisältäneellä aktiivisuusgeelillä, havaittiin 
sekä kitiinipylväällä puhdistettujen (E3) että edelleen kationinvaihdolla erotettujen (E4 
ja E5) proteiinien pilkkovan glykolikitiiniä (kuva 6). Viljelyalustan proteiineissa (E2) oli 
lisäksi muita puhdistettuja kitinaaseja kooltaan pienempiä sekä suurempia glykolikitii-
nille aktiivisuutta osoittavia entsyymejä (kuva 6a). Kitiinipylvään eluaatti (E3) sisälsi 
myös suurikokoisia kitinolyyttisesti aktiivisia proteiineja (kuva 6a), jotka eivät näkyneet 
Coomassie-värjätyllä SDS-PAGE -geelillä (kuva 5a) ja erottuivat ioninvaihtokromatogra-
fiassa pois (kuva 6b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
b a 
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Kuva 6. Kuusen soluviljelyalustasta puhdistetut kitinaasit Calcofluor White -käsitellyllä glykoliki-
tiinigeelillä. Substraatin pilkkoutuminen näkyy geelillä tummina alueina, ja 25 kDa:n ja 75 kDa:n 
proteiinistandardit erottuvat kuvissa vaaleina juovina. a) Kitiinipylvään ohittaneissa kuusisoluk-
koviljelmän alustan proteiineissa (E2) on paljon monenkokoisia glykolikitiinille aktiivisia entsyy-
mejä. Pylvääseen tarttui kahden 25 ja 30 kDa:n kitinaasin lisäksi myös molekyylipainoltaan suu-
ria kitinolyyttisia entsyymejä (E3 ↑). b) Molemmat kitiinihelmipylväällä ja edelleen kationinvaih-
tokromatografisesti erotetut kuusisoluviljelyalustan kitinaasit osoittivat aktiivisuutta glykolikitii-
nille (E4 ja E5). 
 
Affiniteetti- ja kationinvaihtokromatografisesti kuusisoluviljelyalustasta puhdistettujen 
kitinaasien E4 ja E5 seoksesta kitinaasiluokkien I ja IV kitinaasivasta-aineet tunnistivat 
kaksi entsyymiä, jotka vastasivat aiemmin SDS-PAGE -analyysillä samoista näytteistä 
erotettuja proteiineja ollen kooltaan noin 25 ja 30 kDa (kuva 7). Sen sijaan kitinaasivasta-
aine luokan II kitinaaseille ei tunnistanut näytteestä kitinaaseja. 
 
 
 
Kuva 7. Western blot -analyysissä kitinaasivasta-aineiden tunnistamat kuusisoluviljelyalustan ki-
tinaasit. Vasta-aineet kitinaasiluokille I ja IV tunnistivat alustasta eristettyjä kitinaaseja. 
b a 
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5.2 Pichia pastoris -hiivassa tuotetut kitinolyyttiset entsyymit 
 
Pichiassa tuotettujen kitinaasien ja kitinaasien kaltaisten entsyymien tuottoalustat ana-
lysoitiin karkeasti ilman konsentrointia tai jatkopuhdistusta heti tuoton jälkeen tuoton 
onnistumisen toteamiseksi ja jatkopuhdistusmenetelmän valitsemiseksi. Näytteitä ver-
rattiin negatiiviseen kontrolliin SDS-PAGE- ja aktiivisuusgeeleillä, ja kitinaasit/kitinaasien 
kaltaiset proteiinit tunnistettiin western blot -analyysilla. Kitinaasi erottui selkeästi, 
mutta kitinaasin kaltaisten proteiinien käyttäytyminen vaihteli. 
 
P. pastoris -hiivassa tuotetun kitinaasin tuottoalusta poikkesi negatiivisesta kontrollista 
(NK, hiivaan siirretty plasmidi ilman kitinaasi-DNA-sekvenssiä) selkeämmin kuin kitinaa-
sin kaltaisten proteiinien tuottoalustat (kuva 8). Voimakkaimmin kitinaasinäytteessä 
erottui vahva, noin 32 kDa:n kokoinen proteiinivyöhyke, jota ei näy negatiivisessa kont-
rollissa lainkaan. Kitinaasin kaltaisten proteiinien tuottoalustoissa ei Coomassie-vär-
jätyllä SDS-PAGE -geelillä havaittu juurikaan eroja negatiiviseen kontrolliin verrattuna; 
vain 55 kDa:n kohdalla ollut proteiinivyöhyke oli hieman leveämpi (kuva 8). Glykolikitii-
niä sisältäneellä PAGE-geelillä ei todettu aktiivisuutta millään Pichiassa tuotetulla näyt-
teellä, kun näytteitä ei ollut konsentroitu eikä alustaa vaihdettu mahdollisten Pichian 
omien kitinaasi-aktiivisuuden estäjien poistamiseksi. 
 
 
 
Kuva 8. Pichian tuottoalustaan erittyneet proteiinit analysoitiin Coomassie-värjätyllä SDS-PAGE 
-geelillä. KKP = kitinaasin kaltainen proteiini, NK = negatiivinen kontrolli. 
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Ensimmäisessä western blot -analyysissä pienemmästä kasvatuserästä (kuva 9a) P. pas-
toris -hiivassa tuotettu kitinaasi tunnistui kaikilla vasta-aineilla. IV luokan kitinaasivasta-
aine tuotti His-hännättömästä kitinaasinäytteestä kalvolle reaktion samalle noin 32 
kDa:n kohdalle (kuva 9a), jossa vahvin proteiinivyöhyke kitinaasinäytteessä näkyi SDS-
PAGE -geelillä (kuva 8). Sen sijaan II luokan kitinaasivasta-aine tunnisti kitinaasinäyt-
teestä heikomman ja pienemmän, noin 22 kDa:n kokoisen vyöhykkeen (kuva 9a). Ki-
tinaasin kaltainen proteiini ilman His-häntää ei tullut näkyviin millään vasta-aineella. His-
hännällinen kitinaasin kaltainen proteiini tuli odotetusti esiin His-tag -vasta-aineella 
(kuva 9a). Vyöhyke oli noin 45 kDa:n kokoinen eikä erottunut lainkaan SDS-PAGE -geelillä 
(kuva 8). 
 
Toisessa Western blot -analyysissä suuremmasta tuottoerästä (kuva 9b) IV luokan ki-
tinaasivasta-aine tunnisti kitinaasin lisäksi myös sekä His-hännällisen että -hännättömän 
kitinaasin kaltaisen proteiinin. Tosin His-hännällinen proteiini näytti jakaantuneen kol-
meksi vyöhykkeeksi, joista pienin oli samankokoinen kuin ensimmäisessä tuottoerässä 
His-tag -vasta-aineella detektoitunut, mutta voimakkain noin 62 kDa. Myös His-tag -
vasta-aine detektoi His-hännällisen kitinaasin kaltaisen proteiinin kolmena vastaavan 
kokoisena proteiinivyöhykkeenä. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 9. Western blot -analyysissä kitinaasivasta-aineiden tunnistamat Pichian tuottoalustaan 
erittyneet kitinaasit / kitinaasin kaltaiset proteiinit ensimmäisessä pienemmässä tuottoerässä 
(a) ja toisessa isommassa tuottoerässä (b). Kitinaasi tunnistui samankokoisena molemmissa 
erissä IV kitinaasiluokan vasta-aineella. Kitinaasin kaltainen proteiini (KKP) näkyi toisessa tuot-
toerässä jakaantuneena kolmeen osaan ja tunnistui His-tag vasta-aineen lisäksi IV luokan ki-
tinaasivasta-aineella toisin kuin ensimmäisessä tuottoerässä. 
 
b a 
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5.2.1 Puhdistus 
 
P. pastoris -hiivassa tuotetut kitinaasit / kitinaasin kaltaiset proteiinit pyrittiin ensin ko-
kolajittelemaan geelisuodatuskromatografialla ja jatkopuhdistamaan affiniteettikroma-
tografisesti kitiinihelmikolonnilla tai His-häntään perustuen sekä kationinvaihtokroma-
tografialla. Kitinaasin puhdistaminen tuottoalustasta onnistui, mutta kitinaasin kaltaiset 
proteiinit eivät erottuneet Pichian omista proteiineista. 
 
Geelisuodatuspylvään läpi ajettu His-hännällinen kitinaasin kaltainen proteiini jakaantui 
absorbanssia aallonpituudella 280 nm mitanneessa kromatogrammissa kahteen huip-
puun (kuva 10). Ensimmäisen huipun proteiinit eivät eluoituneet kolonnista kokonsa 
mukaisessa järjestyksessä vaan näytefraktiot sisälsivät kaikkia proteiinikokoluokkia, 
minkä vuoksi haluttua proteiinia ei saatu erilleen (kuva 11a). Myöskään jatkopuhdistus 
metalli-ioniaffiniteettikromatografisesti His-häntään perustuen PrepEase-kitillä ei erot-
tanut haluttua proteiinia (kuva 11b), vaan näytteeseen jäi suuri määrä Pichian omia pro-
teiineja (= E8).  
 
 
 
Kuva 10. Geelisuodatuskromatogrammi Pichiassa tuotetun His-hännällisen kitinaasen kaltaisen 
proteiinin tuottoalustan proteiinien erottumisesta ÄKTAprime-nestetekromatografilla. Kuvaa-
jaan muodostui kaksi huippua.  
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Kuva 11. Pichiassa tuotettu His-hännällinen kitinaasin kaltainen proteiini hopeavärjätyllä SDS-
PAGE -geelillä. a) Tuottoalustan proteiinien geelisuodatuskromatogrammin ensimmäistä huip-
pua kuvaavat proteiinijakeet sisälsivät kaikkia proteiinikokoluokkia. b) Metalli-ioniaffiniteetti-
kromatografinen jatkopuhdistus PrepEase-kitillä ei erottanut kitinaasin kaltaista proteiinia (E8). 
 
Geelisuodatuspylvään läpi ajettu His-hännätön kitinaasin kaltainen proteiini jakaantui 
kromatorammissa odotetusti His-hännällisen vastineensa lailla myös kahteen huippuun 
(kuva 12). Ensimmäisen huipun proteiinit eivät eluoituneet kolonnista kokonsa mukai- 
 
 
Kuva 12. Pichiassa tuotettu His-hännätön kitinaasin kaltainen proteiini hopeavärjätyllä SDS-
PAGE -geelillä.  a) Tuottoalustan proteiinien geelisuodatuskromatogrammin 1. huippua kuvaavat 
proteiinijakeet sisälsivät kaikkia proteiinikokoluokkia. b) Kitiinihelmipylväällä ja kationinvaihto-
kromatografisesti puhdistettuun lopputuotteeseen jäi tavoiteproteiinin (→) lisäksi paljon 
Pichian omia proteiineja (E9). 
 
a 
a 
b 
b 
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sessa järjestyksessä, vaan näytefraktiot sisälsivät kaikkia proteiinikokoluokkia (kuva 
12a), minkä vuoksi haluttua proteiinia ei saatu erilleen. Myöskään jatkopuhdistus kitii-
nihelmipylväällä tai kationinvaihtokromatografisesti ei erottanut haluttua proteiinia 
(kuva 12b). 
 
Myös geelisuodatuspylvään läpi ajettu kitinaasinäyte jakaantui kromatogrammissa kah-
teen huippuun (kuva 13a). Ensimmäinen huippu sisälsi kaikkia proteiinikokoluokkia. Jäl-
kimmäisestä huipusta erottuivat hopeavärjätyllä SDS-PAGE -geelillä halutun kokoisen 
proteiinin sisältäneet fraktiot, joista yhdistetyn konsentraatin proteiini tarttui kitiinipyl-
vääseen (= E6). Kuitenkin suuri osa noin 32 kDa:n kokoisesta kitinaasista jäi kiinnitty-
mättä (kuva 13b), minkä vuoksi pylvään sitoutumatta ohittanut näyte sekä pesuliuoksen 
proteiinit puhdistettiin seuraavaksi kationinvaihtokromatografialla. Sen tuloksena ho-
peavärjätyllä SDS-PAGE -geelillä nähtiin kaksi lähekkäistä proteiinivyöhykettä (kuva 
13b), noin 27 ja 32 kDa (= E7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 10. Pichiassa tuotettu kitinaasi hopeavärjätyllä SDS-PAGE -geelillä. a) Tuottoalustan prote-
iinien geelisuodatuskromatogrammin kahta huippua kuvaavat proteiinifraktiot. b) Jatkopuhdis-
tuksen tuotokset: kitiinihelmipylvääseen kiinnittymättömät proteiinit, kitiinihelmipylvään elu-
aatti (E6) ja kationinvaihtokromatografisesti erotetut kationiset fraktiot (E7). 
 
 
 
b a 
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5.2.2 Entsyymiaktiivisuusanalyysit  
 
P. pastoris -hiivassa tuotettujen kitinaasien / kitinaasien kaltaisten proteiinien kitinolyyt-
tistä aktiivisuutta tarkasteltiin sekä glykolikitiiniä sisältävällä polyakryyliamidigeelillä 
että agaroosimaljalla useissa eri puhdistusprosessin vaiheissa. Tuotettujen kitinaasien 
aktiivisuuden voi geelillä erottaa vyöhykkeen koon ja intensiteetin perusteella, mutta 
pisara-analyysissä maljalla mukana saattoivat vaikuttaa myös mahdolliset Pichian omat 
kitinaasit, joista kitinaasin kaltaisia proteiineja ei saatu erotettua. 
 
P. pastoris -hiivassa tuotetussa kitinaasinäytteessä konsentroituna 50 mM nat-
riumasetaattipuskuriin pH 5,0 ammoniumsulfaattisaostuksen jälkeen havaittiin aktiivi-
suutta glykolikitiinigeelillä noin 25 kDa:n kokoisessa vyöhykkeessä (kuva 14a). Myös ki-
tinaasin kaltaisen proteiinin tuottoalustan proteiineissa konsentroituna 50 mM nat-
riumasetaattipuskuriin pH 5,0 ammoniumsulfaattisaostuksen jälkeen todettiin glykoliki-
tiiniaktiivisuutta noin 37 kDa:n kokoisessa vyöhykkeessä (kuva 14b).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 14. Pichiassa tuotettu His-hännätön a) kitinaasi ja b) kitinaasin kaltainen proteiini (KKP) 
vielä tuottoalustan proteiineista erottamattomina osoittivat aktiivisuutta glykolikitiinigeelillä 
(mustavalkokuvat). Kitiinigeelien vieressä oikealla puolella samat geelit Calcofluor White -käsit-
telyn jälkeen Coomassie-värjättynä (sinivalkokuvat). 
 
 
a b 
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Molemmat proteiinit olivat His-hännättömiä. Koska proteiinit ajautuvat aktiivisuusgee-
lillä SDS:n vähentämisen ja denaturoimattomuuden vuoksi eri tavoin kuin denaturoivalla 
geelillä, eivät proteiinien koot välttämättä vastaa SDS-PAGE - ja sitä seuraavan western 
blot -analyysin tuloksia. Proteiinien kokoluokasta ja suuresta pitoisuudesta johtuen nii-
den pääteltiin kuitenkin olevan tuoton kohteena olleita proteiineja eikä Pichian omia 
kitinaaseja. His-hännällinen kitinaasin kaltainen proteiini ei osoittanut missään vai-
heessa aktiivisuutta glykolikitiinille. 
 
Glykolikitiinimaljoilla tehty pisara-analyysi osoitti ammoniumsulfaattisaostuksen jälkeen 
kaikille näytteille glykolikitiiniaktiivisuutta (kuva 15), kun kyseessä oli vielä puhdistama-
ton totaaliproteiiniseos. Kitinaasinäytteet ja His-hännättömän kitinaasin kaltaisen pro-
teiinin tuottoalustan proteiiniseos olivat maljalla aktiivisia myös kaikkien puhdistusvai-
heiden jälkeen. Sen sijaan His-hännällisen kitinaasin kaltaisen proteiinin tuottoalustan 
proteiiniseos menetti aktiivisuuttaan metalli-ioniaffiniteettipuhdistuksessa ja pylvään 
pesuliuos osoitti suurempaa glykolikitiiniaktiivisuutta kuin eluaatti.  
 
 
 
Kuva 15. Entsyymiaktiivisuutta osoittava pisara-analyysi Pichiassa tuotetuille kitinaaseille / ki-
tinaasien kaltaisille proteiineille Calcofluor-käsitellyillä glykolikitiinimaljoilla. Substraatin pilk-
koutuminen näkyy geelillä tummina alueina: mitä tummempi ja laajempi rengas, sitä enemmän 
glykolikitiiniaktiivisuutta. NK = negatiivinen kontrolli, PK = positiivinen kontrolli, KKP = kitinaasin 
kaltainen proteiini. 
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5.2.3 Deglykosylaatio 
 
Kaikkien P. pastoris -hiivassa tuotettujen kitinolyyttisten entsyymien (E7, E8 ja E9) koko 
SDS-PAGE -geelillä muuttui pienemmäksi deglykosylaation jälkeen (kuva 16b ja 16c). Sen 
sijaan suoraan kuusisoluviljelmästä eristettyjen kitinaasien (E4 ja E5) koossa ei tapahtu-
nut muutoksia deglykosylaation jälkeen (kuva 16a).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 16. Deglykosyloimattomat kontrollinäytteet ja deglykosyloidut kitinaasit / kitinaasin kaltai-
set proteiinit Coomassie ja hopeavärjätyillä SDS-PAGE -geeleillä. a) Kuusisolususpensioviljely-
alustasta eristetyt kationinvaihdolla puhdistetut kitinaasit (E4, E5). b) Pichiassa tuotettu metalli-
ioniaffiniteettikromatografisesti puhdistettu His-hännällinen kitinaasin kaltainen proteiini (E8). 
c) Pichiassa tuotettu kitinaasi (E7) ja His-hännättömän kitinaasin kaltaisen proteiinin tuottoalus-
taproteiineja (E9). Deglykosylaatiossa käytetty PNGase F -amidaasi näkyy geeleillä selkeinä terä-
vinä 36 kDa:n kokoisina vyöhykkeinä (→). 
  
5.3 Hiilihydraattimikrokalvoanalyysit 
 
Kuusisolususpensioviljelmän alusta, siitä eristetyt kitinaasit ja P. pastoris -hiivassa tuo-
tetut kitinaasit ja kitinaasien kaltaiset proteiinit analysoitiin eri puhdistusvaiheiden jäl-
keen hiilihydraattimikrokalvoilla entsyymien käyttämien substraattivaihtoehtojen kar-
toittamiseksi. Kuusisoluseinärakenteiden pilkkoutumista eri entsyymien vaikutuksesta 
tarkasteltiin useiden eri vasta-aineiden ja hiilihydraattiin sitoutuvan yksikön avulla.  Ana-
b a c 
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lyysitulokset on esitetty 12 lukuarvokarttana, joissa nähdään kaksi koetta (entsyymi li-
sätty substraatille 1) ennen CDTA- ja NaOH-uuttoja tai 2) CDTA- ja NaOH-uuttojen jäl-
keen) kolmesta eri entsyymeillä suoritetusta analyysista. Jokaista kuutta koetta on tar-
kasteltu sekä näytelaimennoksien signaaliarvojen keskiarvoina sekä kerranteiden sig-
naaliarvojen keskiarvoina. Jos substraatin hajoamista kuvaava signaalin arvo esiintyy 
vain toisessa kerranteessa tai pelkästään laimeimmissa laimennoksissa, tulos ei toden-
näköisesti kuvaa todellista substraatin hajoamista vaan on virheellinen.  Koska arvoa 1 
suuremmat signaalilukemat viittaavat substraattien pilkkoutumiseen, kaikki kahta pie-
nemmät arvot on jätetty taulukoista pois. Suurin mahdollinen signaalin arvo on 20.  
 
5.3.1 Analyysi 1, koe 1  
 
Hiilihydraattimikrokalvoanalyysissä 1 entsyyminä toimivat puhdistamattoman kon-
sentroidun kuusisolukkoviljelyalustan proteiinit sekä positiivisena kontrollina (PK) kau-
pallinen bakteerikitinaasi. Kokeessa 1 entsyymi lisättiin substraatille ennen pektiinien ja 
hemiselluloosan uuttoa. 
 
Kuusen soluviljelyalusta (E1) aikaansai useiden polysakkaridien hajoamista eri kuusima-
teriaaleissa (taulukko 8). Positiiviseen kontrolliin (PK) verrattuna signaalien arvot olivat 
korkeampia ja niitä oli enemmän. CDTA-uuton jälkeen lievää pektiinirakenteiden hajoa-
mista osoittavia signaaliarvoja havaittiin vain ligniinissä (S4), mutta NaOH:lla uutettujen 
hemiselluloosapohjaisten rakenteiden hajoamista todettiin kaikissa substraateissa, kuu-
sisoluissa (S1), kehittyvässä (S2) ja kypsässä (S3) puussa sekä ligniinissä (S4) (taulukko 8). 
Suurimmat signaaliarvot E1-soluviljelyalustalle tuottivat rakenneproteiini ekstensiini 
(JIM20, LM1), ksylaani (LM10, LM23), arabinoksylaani (LM11), ksyloglukaani (LM15, 
LM25) ja mannaani (LM21, LM22). Solukkoviljelmän entsyymit hajottivat erityisesti eks-
tensiiniä ja ksyloglukaania kuusisoluista (S1), ksylaania ja mannaania kehittyvästä puusta 
(S2) ja arabinoksylaania kehittyvästä puusta (S2) ja ligniinistä (S4). Näistä kuusisolujen 
ksyloglukaanivaste sekä kehittyvän puun mannaanivaste havaittiin voimakkaana mo-
lemmissa kerranteissa ja kaikissa laimennoksissa. Positiivinen kontrolli (PK) tuotti vain 
lievää ksylaanin/arabinoksylaanin (LM11) pilkkoutumista ligniinisubstraatissa (S4) osoit-
tavia signaalinarvoja NaOH-uuton jälkeen (taulukko 8). 
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Taulukko 8. Substraatin hajoamista osoittavat signaalit 1. hiilihydraattimikrokalvoanalyysissä, 
kun entsyymit on lisätty substraatille ennen pektiinien ja hemiselluloosan uuttoa CDTA- ja 
NaOH-liuoksilla. Entsyyminä toimivat puhdistamattoman konsentroidun kuusisolukkoviljelyalus-
tan proteiinit (E1) ja positiivisena kontrollina (PK) kaupallinen bakteerikitinaasi. Taulukkoon 8a 
on laskettu keskiarvo neljästä laimennoksesta ja taulukkoon 8b kahdesta kerranteesta. Vain ar-
voa 1 suuremmat signaalinarvot ovat mukana. AGP = arabinogalaktaaniproteiini, HG = homoga-
lakturonaani, S1 = solukkoviljelmän solut, S2 = kehittyvä puu, S3 = kypsä puu, S4 = ligniini. 
 
 
 
5.3.2 Analyysi 1, koe 2  
 
Hiilihydraattimikrokalvoanalyysissä 1 entsyyminä toimivat puhdistamattoman, kon-
sentroidun kuusisolukkoviljelyalustan proteiinit sekä positiivisena kontrollina (PK) kau-
pallinen bakteerikitinaasi. Kokeessa 2 entsyymi lisättiin substraatille pektiinien ja hemi-
selluloosan uuton jälkeen. 
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Koe 1: Entsyymin lisäys ennen uuttoja
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Kun entsyymi oli lisätty substraatille vasta pektiinien ja hemiselluloosan uuton jälkeen, 
oli substraatin hajoamista osoittavien signaalien määrä ja taso alhaisempi kuin lisättä-
essä entsyymi substraatille ennen uuttoja (taulukot 8 ja 9). Kuusen soluviljelyalusta (E1) 
pilkkoi kehittyvästä puusta (S2) kalloosia (BS-400-2) sekä mannaania (LM22), mutta vai-
kutus ei tullut näkyviin kaikilla laimennoksilla (taulukko 9). Positiivinen kontrolli (PK) rea-
goi CDTA-uuton jälkeen voimakkaimmin selluloosaan (CBM3a) ja ksyloglukaaniin (LM15 
ja LM25), mutta tulos näkyy vain toisessa kerranteessa, mikä viittaa epäspesifiseen re-
aktioon. 
 
 
Taulukko 9. Substraatin hajoamista osoittavat signaalit 1. hiilihydraattimikrokalvoanalyysissä, 
kun entsyymit on lisätty substraatille CDTA- ja NaOH-uuttojen jälkeen. Entsyyminä toimivat puh-
distamattoman konsentroidun kuusisolukkoviljelyalustan proteiinit (E1) ja positiivisena kontrol-
lina (PK) kaupallinen bakteerikitinaasi. Taulukkoon 9a on laskettu keskiarvo neljästä laimennok-
sesta ja taulukkoon 9b kahdesta kerranteesta. Vain arvoa 1 suuremmat signaalinarvot ovat mu-
kana. HG = homogalakturonaani, S1 = solukkoviljelmän solut, S2 = kehittyvä puu, S3 = kypsä puu, 
S4 = ligniini. 
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5.3.3 Analyysi 2, koe 1  
 
Hiilihydraattimikrokalvoanalyysissä 2 entsyymeinä toimivat kuusisolukkoviljelmästä 
eristetyt ja puhdistetut proteiinit: kitiinipylvääseen sitoutumattomat proteiinit (E2), ki-
tiinipylvään eluaatti (E3), kitiinipylvään eluaatista kationinvaihtokromatografisesti puh-
distetut kitinaasit (E4 ja E5) sekä positiivisena kontrollina (PK) toiminut kaupallinen bak-
teerikitinaasi. Kokeessa 1 entsyymi lisättiin substraatille ennen pektiinien ja hemisellu-
loosan uuttoa. 
 
Kun entsyymi lisättiin substraatille ennen CDTA- ja NaOH-uuttoja, CDTA-uutetun näyt-
teen homogalakturonaanirakenne (JIM7) pilkkoontui molemmissa kerranteissa ja kol-
messa laimennoksessa vain ligniinisubstraatissa (S4) kitiinipylvääseen sitoutumattomien 
proteiinien toimesta (E2) (taulukko 10). Kaikki entsyymit aikaansaivat pääasiassa hemi-
selluloosapolysakkaridien hajoamista, mitä tapahtui eniten kehittyvässä (S2) mutta 
myös kypsässä (S3) puussa (taulukko 10). Suurimmat signaaliarvot puusubstraateissa 
tuottivat (1→4)-β-D-mannaanit (BS-400-4, LM21 ja LM22) kaikilla entsyymeillä, myös 
positiivisella kontrollilla. Tämä havaittiin kehittyvän puun (S2) osalta molemmissa ker-
ranteissa ja kaikilla laimennoksilla. Kitiinipylvääseen sitoutumattomat proteiinit (E2) 
sekä kationisten kitinaasien seos (E4+E5) hajottivat lievästi kehittyvän puun ksylo-
glukaaneja, mutta se havaittiin vain yhdellä vasta-aineella (LM15) kolmesta (taulukko 
10).  
 
 
Taulukko 10. Substraatin hajoamista osoittavat signaalit 2. hiilihydraattimikrokalvoanalyysissä, 
kun entsyymit on lisätty substraatille ennen CDTA- ja NaOH-uuttoa. Entsyymeinä toimivat kuu-
sisolukkoviljelmän kitiinipylvääseen sitoutumattomat proteiinit (E2), kitiinipylvään eluaatti (E3) 
ja kationinvaihtokromatografisesti puhdistetut kitinaasit (E4 ja E5) ja positiivisena kontrollina 
(PK) kaupallinen bakteerikitinaasi. Taulukkoon 10a on laskettu keskiarvo neljästä laimennok-
sesta ja taulukkoon 10b kahdesta kerranteesta. Vain arvoa 1 suuremmat signaalinarvot ovat mu-
kana. AGP = arabinogalaktaaniproteiini, HG = homogalakturonaani, S1 = solukkoviljelmän solut, 
S2 = kehittyvä puu, S3 = kypsä puu, S4 = ligniini. 
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5.3.4 Analyysi 2, koe 2  
 
Hiilihydraattimikrokalvoanalyysissä 2 entsyymeinä toimivat kuusisolukkoviljelmästä 
eristetyt ja puhdistetut proteiinit: kitiinipylvääseen sitoutumattomat proteiinit (E2), ki-
tiinipylvään eluaatti (E3), kitiinipylvään eluaatista kationinvaihtokromatografisesti puh-
distetut kitinaasit (E4 ja E5) sekä positiivisena kontrollina (PK) toiminut kaupallinen bak-
teerikitinaasi. Kokeessa 2 entsyymi lisättiin substraatille pektiinien ja hemiselluloosan 
uuton jälkeen. 
 
Kun entsyymi oli lisätty substraatille vasta CDTA- ja NaOH-uuttojen jälkeen, oli substraa-
tin hajoamista osoittavien signaalien määrä ja taso jälleen alhaisempi kuin lisättäessä 
entsyymi substraatille ennen uuttoja (taulukot 10 ja 11). CDTA-uutetun ligniinin (S4) ho-
mogalakturonaanirakenteen (JIM7) pilkkoutumista kitiinipylvääseen sitoutumattomien 
proteiinien (E2) vaikutuksesta osoittavat signaaliarvot näkyivät edelleen molemmissa 
kerranteissa, kuten lisättäessä entsyymi ennen uuttoa, mutta vain vahvimmalla laimen-
noksella (taulukko 11). Kitiinipylvään eluaatin (E3) sisältämät entsyymit olivat hajotta-
neet CDTA-uuton jälkeen kypsän puun arabinogalaktaaniproteiineja, mutta tämä näkyi 
vain yhdellä (JIM13) kolmesta vasta-aineesta niin, että molemmat kerranteet osoittivat 
substraatin pilkkoutumista vastaavaa arvoa. NaOH-uuton jälkeinen selkeä puusubstraat-
tien (S2 ja S3) mannaanivaste tuli enää näkyviin vain kitiinipylvääseen sitoutumattomilla 
proteiineilla (E2) yhdellä kolmesta mannaanivasta-aineesta (BS-400-4) molemmilla ker-
ranteilla mutta vain vahvimmalla laimennoksella (taulukko 11). Lisäksi entsyymin lisäys 
substraatille uuttojen jälkeen toi esiin hienoista vastetta kitiinipylvääseen kiinnittymät-
tömiltä proteiineilta (E2) molempien NaOH-uutettujen puusubstraattien (S2 ja S3) kal-
loosille (BS-400-2).  
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Taulukko 11. Substraatin hajoamista osoittavat signaalit 2. hiilihydraattimikrokalvoanalyysissä, 
kun entsyymit on lisätty substraatille CDTA- ja NaOH-uuttojen jälkeen. Entsyymeinä toimivat 
kuusisolukkoviljelmän kitiinipylvääseen sitoutumattomat proteiinit (E2), kitiinipylvään eluaatti 
(E3) ja kationinvaihtokromatografisesti puhdistetut kitinaasit (E4 ja E5) ja positiivisena kontrol-
lina (PK) kaupallinen bakteerikitinaasi. Taulukkoon 11a on laskettu keskiarvo kahdesta laimen-
noksesta ja taulukkoon 11b kahdesta kerranteesta. Vain arvoa 1 suuremmat signaalinarvot ovat 
mukana. AGP = arabinogalaktaaniproteiini, HG = homogalakturonaani, S1 = solukkoviljelmän so-
lut, S2 = kehittyvä puu, S3 = kypsä puu, S4 = ligniini. 
 
 
5.3.5 Analyysi 2, entsyymien omat polysakkaridit 
 
Hiilihydraattimikrokalvoanalyysissa 2 oli mukana entsyymien testaus niiden itsensä si-
sältämien polysakkaridien osalta ilman CDTA- tai NaOH-uuttovaihetta. Koska kitiinipyl-
vääseen sitoutumattomiin proteiineihin (E2), kitiinipylvään eluaattiin (E3), kationivaih-
tokromatografisesti puhdistettuihin kitinaaseihin (E4 ja E5) sekä positiivisena kontrollina 
(PK) toimineeseen kaupalliseen bakteerikitinaasiin eikä negatiiviseen kontrolliin lisätty 
substraattia, ei hiilihydraattimikrokalvoanalyysin tulossignaalien arvoja voida käsitellä 
kuten substraatillisia näytteitä jakamalla negatiivisen kontrollin signaaliarvoa näytteen 
signaaliarvolla. Normaalistihan substraatillinen negatiivinen kontrolli sitoo substraatille 
spesifiset vasta-aineet, koska entsyymin sijaan lisätty puskuriliuos ei ole kyennyt hajot-
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tamaan substraattia ja estämään näin sitoutumista (kuva 4). Koska negatiivinen pusku-
rikontrolli ei sisällä substraattia, vasta-aine käyttäytyisi sen suhteen kuten hajotetun 
substraatinkin eli ei pysty sitoutumaan, minkä vuoksi analyysi osoittaisi jakolaskun jäl-
keen näytteen sisältävän polysakkaridia. Tämän vuoksi taulukossa 12 vain vertaillaan 
signaaliarvoja eikä negatiivisen kontrollin arvoja jaeta näytearvoilla. Näytteistä ei tehty 
laimennoksia vaan neljä kerrannetta (taulukko 12a), joista laskettiin keskiarvo (taulukko 
12b). Kitiinipylvääseen sitoutumaton näyte (E2) sisälsi useita polysakkarideja, etupäässä 
pektiinisiä hiilihydraatteja (JIM5, JIM7, LM5, LM6, LM13, LM18, LM19) sekä arabinoga-
laktaani- (JIM8, JIM13, LM2) ja ekstensiiniproteiineja (JIM20, LM1). Muissa entsyymeissä 
polysakkarideja ei todettu eikä myöskään positiivisessa tai negatiivisessa kontrollissa. 
 
Taulukko 12. Entsyymin polysakkarideja osoittavat signaalit 2. hiilihydraattimikrokalvoanalyy-
sissä ilman substraattia ja uuttokäsittelyjä. Entsyymeinä toimivat kuusisolukkoviljelmän kitii-
nipylvääseen sitoutumattomat proteiinit (E2), kitiinipylvään eluaatti (E3) ja kationinvaihtokro-
matografisesti puhdistetut kitinaasit (E4 ja E5) ja positiivisena kontrollina (PK) kaupallinen bak-
teerikitinaasi. Taulukossa 11a näytteen kaikki neljä kerrannetta antavat samantasoiset signaa-
liarvot, joista taulukkoon 12 b on laskettu keskiarvo. AGP = arabinogalaktaaniproteiini, HG = ho-
mogalakturonaani.  
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5.3.6 Analyysi 3, koe 1 
 
Hiilihydraattimikrokalvoanalyysissä 3 entsyymeinä toimivat P. pastoris -hiivassa tuote-
tut: affiniteettikromatografisesti puhdistettu kitinaasi (E6), kationinvaihtokromatografi-
sesti puhdistettu kitinaasi (E7), metalli-ioniaffiniteettikromatografisesti puhdistettu ki-
tinaasin kaltainen proteiini (E8) ja kitinaasin kaltaisen proteiinin tuottoalustaproteiinit 
(E9) sekä positiivisena kontrollina (PK) kaupallinen bakteerikitinaasi. Kokeessa 1 ent-
syymi lisättiin substraatille ennen pektiinien ja hemiselluloosan uuttoa. 
 
Kun entsyymi lisättiin substraatille ennen CDTA- ja NaOH-uuttoja, kaikkien entsyymien 
(E6-E9) sekä myös positiivinen kontrollin (PK) aikaansaamaa substraatin hajoamista ha-
vaittiin pääasiassa vain hemiselluloosarakenteissa NaOH-uuton seurauksena (taulukko 
13). Tällöin rakenteiden pilkkoutumista tapahtui kuusisoluissa (S1), kypsässä puussa (S3) 
tai ligniinissä (S4), muttei lainkaan kehittyvässä puussa (S2). Suurimmat signaaliarvot 
kaikilla entsyymeillä tuottivat kuusisolujen, kypsän puun ja ligniinin (1→4)-β-D-ksylaanit 
(LM10). Tämä havaittiin kypsän puun (S3), ligniinin (S4) ja myös positiivisen kontrollin 
(PK) osalta molemmissa kerranteissa ja vahvimmalla laimennoksella. Kuusisolusubstraa-
tin (S1) toinen kerranne ei yltänyt kertaakaan puusubstraatin (S3) pilkkoutumista osoit-
tavaan arvoon, kun taas toinen kerranne tuotti jokaisella kerralla puu- (S3) ja ligniini- 
(S4) substraattien kanssa samankaltaisen vasteen. Sama kerranne tuotti lisäksi ainoana 
lievän vasteen kaikilla entsyymeillä (1→3)(1→4)-β-D-glukaanille kuusisolusubstraatissa 
(taulukko 13). 
 
Analyysissa 3 mukana ollut entsyymi-substraatti-vuorovaikutuksen testaus ilman CDTA- 
tai NaOH-uuttoja tuotti homogalakturonaanirakenteen (JIM5) pilkkoutumista osoittavat 
signaaliarvot molemmissa kerranteissa ja 1. laimennoksessa vain ligniinisubstraatilla 
(S4), kun entsyyminä oli kitiinipylvään kitinaasieluaatti (E6) (taulukko 13).  
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Taulukko 13. Substraatin hajoamista osoittavat signaalit 3. hiilihydraattimikrokalvoanalyysissä, 
kun entsyymit on lisätty substraatille ennen CDTA- ja NaOH-uuttoa. Entsyymeinä toimivat P. 
pastoris -hiivassa tuotetut affiniteettikromatografisesti puhdistettu kitinaasi (E6), kationinvaih-
tokromatografisesti puhdistettu kitinaasi (E7), metalli-ioniaffiniteettikromatografisesti puhdis-
tettu kitinaasin kaltainen proteiini (E8) ja kitinaasin kaltaisen proteiinin tuottoalustaproteiinit 
(E9) ja positiivisena kontrollina (PK) kaupallinen bakteerikitinaasi. Taulukkoon 13a on laskettu 
keskiarvo kolmesta laimennoksesta ja taulukkoon 13b kahdesta kerranteesta. Vain arvoa 1 suu-
remmat signaalinarvot ovat mukana. AGP = arabinogalaktaaniproteiini, HG = homogalakturo-
naani, S1 = solukkoviljelmän solut, S2 = kehittyvä puu, S3 = kypsä puu, S4 = ligniini. 
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5.3.7 Analyysi 3, koe 2  
 
Hiilihydraattimikrokalvoanalyysissä 3 entsyymeinä toimivat P. pastoris -hiivassa tuote-
tut: affiniteettikromatografisesti puhdistettu kitinaasi (E6), kationinvaihtokromatografi-
sesti puhdistettu kitinaasi (E7), metalli-ioniaffiniteettikromatografisesti puhdistettu ki-
tinaasin kaltainen proteiini (E8), kitinaasin kaltaisen proteiinin tuottoalustaproteiinit 
(E9) sekä positiivisena kontrollina (PK) toiminut kaupallinen bakteerikitinaasi. Kokeessa 
2 entsyymi lisättiin substraatille pektiinien ja hemiselluloosan uuton jälkeen. 
 
CDTA-uutettujen kuusisolujen (S1) ja kehittyvän puun (S2) arabinogalaktaaniproteiinira-
kenteen (JIM13) pilkkoutumista havaittiin positiivisen kontrollin (PK) ollessa entsyyminä 
(taulukko 14). Kokeessa 1 todettua johdonmukaista vastetta (1→4)-β-D-ksylaanille 
 
Taulukko 14. Substraatin hajoamista osoittavat signaalit 3. hiilihydraattimikrokalvoanalyysissä, 
kun entsyymit on lisätty substraatille CDTA- ja NaOH-uuttojen jälkeen. Entsyymeinä toimivat P. 
pastoris -hiivassa tuotetut affiniteettikromatografisesti puhdistettu kitinaasi (E6), kationinvaih-
tokromatografisesti puhdistettu kitinaasi (E7), metalli-ioniaffiniteettikromatografisesti puhdis-
tettu kitinaasin kaltainen proteiini (E8) ja kitinaasin kaltaisen proteiinin tuottoalustaproteiinit 
(E9) ja positiivisena kontrollina (PK) kaupallinen bakteerikitinaasi. Taulukkoon 14a on laskettu 
keskiarvo kolmesta laimennoksesta ja taulukkoon 14b kahdesta kerranteesta. Vain arvoa 1 suu-
remmat signaalinarvot ovat mukana. AGP = arabinogalaktaaniproteiini, HG = homogalakturo-
naani, S1 = solukkoviljelmän solut, S2 = kehittyvä puu, S3 = kypsä puu, S4 = ligniini. 
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(LM10) kaikilla entsyymeillä ja kolmella NaOH-uutetulla substraatilla neljästä ei nähdä 
lainkaan, kun entsyymi on lisätty substraatille uuttojen jälkeen (taulukot 13 ja 14). Sen 
sijaan kitinaasin kaltaisen proteiinin tuottoalustaproteiinit (S9) aikaansaivat NaOH-uute-
tun kehittyvän puun (S2) kalloosirakenteen (BS-400-2) lievää pilkkoutumista ja positiivi-
nen kontrolli (PK) NaOH-uutettujen kuusisolujen (S1) mannaanin (LM22) hajoamista 
(taulukko 14). 
 
5.3.8 Analyysi 3, entsyymien omat polysakkaridit 
 
Hiilihydraattimikrokalvoanalyysissa 3 oli mukana entsyymien testaus niiden itsensä si-
sältämien polysakkaridien osalta ilman CDTA- tai NaOH-uuttovaihetta. Koska P. pastoris 
-hiivassa tuotettuihin affiniteettikromatografisesti puhdistettuun kitinaasiin (E6), katio-
ninvaihtokromatografisesti puhdistettuun kitinaasiin (E7), metalli-ioniaffiniteettikroma-
tografisesti puhdistettuun kitinaasin kaltaiseen proteiiniin (E8), kitinaasin kaltaisen pro-
teiinin tuottoalustaproteiineihin (E9), positiivisena kontrollina (PK) toimineeseen kau-
palliseen bakteerikitinaasiin eikä negatiiviseen kontrolliin lisätty substraattia, ei hiilihyd-
raattimikrokalvoanalyysin tulossignaalien arvoja voida käsitellä kuten substraatillisia 
näytteitä jakamalla negatiivisen kontrollin signaaliarvoa näytteen signaaliarvolla (ks. 
luku 5.3.5, s. 59-60). Tämän vuoksi taulukossa 15 vain vertaillaan signaaliarvoja eikä ne-
gatiivisen kontrollin arvoja jaeta näytearvoilla. Näytteistä ei tehty laimennoksia vaan 
kaksi kerrannetta. Entsyyminäytteissä ei havaittu polysakkarideja. Sen sijaan negatiivi-
sena kontrollina toimineen puskuriliuoksen toisessa kerranteessa hiilihydraattimikrokal-
voanalyysin signaaliarvot viittasivat sen sisältäneen mannaania (BS-400-4, LM21) ja ksy-
loglukaania (LM25) 
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Taulukko 15. Entsyymin polysakkarideja osoittavat signaalit 3. hiilihydraattimikrokalvoanalyy-
sissä ilman substraattia ja uuttokäsittelyjä. Entsyymeinä toimivat P. pastoris -hiivassa tuotetut 
affiniteettikromatografisesti puhdistettu kitinaasi (E6), kationinvaihtokromatografisesti puhdis-
tettu kitinaasi (E7), metalli-ioniaffiniteettikromatografisesti puhdistettu kitinaasin kaltainen pro-
teiini (E8) ja kitinaasin kaltaisen proteiinin tuottoalustaproteiinit (E9) ja positiivisena kontrollina 
(PK) kaupallinen bakteerikitinaasi. 
 
 
 
6 Tulosten tarkastelu  
 
Aseptisen kuusisolususpensioviljelmän viljelyalustassa oli havaittu kitinaasien ilmene-
mistä (Sundberg, Kärkönen ja Teeri 2010, julkaisematon) ja kitinolyyttistä entsyymiaktii-
visuutta (Porkka ym. 2013). Alustasta eristettiin ja puhdistettiin kaksi kitinaasia, jotta 
voitiin hiilihydraattimikrokalvoanalyyseilla tutkia, toimivatko ne jollakin kuusen omalla 
polysakkaridisubstraatilla kitiinin sijaan. Koska haluttiin varmistua kuusisoluviljelmän ki-
tinaasien puhtaudesta substraatteja testattaessa, tuotettiin substraattianalyyseihin 
myös sekvenssiltään kuusisoluviljelmästä eritetyn kitinaasin kanssa samankaltaista ki-
tinaasia sekä kitinaasin kaltaista puussa ilmenevää proteiinia P. pastoris -hiivassa. Ki-
tinaaseja ja kitinaasin kaltaisia entsyymejä tarkasteltiin substraattivaihtoehtoja määrit-
täneen hiilihydraattimikrokalvoanalyysin lisäksi myös koon, glykosylaatioiden esiintymi-
sen, entsyymiaktiivisuuden ja kitinaasiluokan suhteen SDS-PAGE -, glykolikitiini-PAGE - 
ja western blot -analyyseilla.  
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6.1 Kuusisolususpensioviljelmän alustasta eristetyt kitinaasit 
 
Viljelyalustasta saatiin ioninvaihtokromatografialla puhdistettua kaksi kationista ki-
tinaasia, kooltaan noin 25 ja 30 kDa, jotka osoittivat aktiivisuutta glykolikitiinille (kuvat 
5 ja 6). Koska kitinaaseja ei saatu täysin erotettua toisistaan, jatkoanalyysit tehtiin niiden 
seoksesta. Erottaminen olisi mahdollista tuottamalla puhdistettavia entsyymejä suu-
rempia määriä, jolloin jatkoanalyyseihin olisi riittävästi proteiineja valittaviksi vain kro-
matografisten jakeiden ääripäistä, joissa kitinaasit eivät ole sekoittuneet. Western blot 
-analyysissa sekä I että IV luokan kitinaasivasta-aineet tunnistivat molemmat kitinaasit 
(kuva 7). Kitiinipylvääseen sitoutumattomia sekä suuri- että pienikokoisia glykolikitiinille 
aktiivisia alustaproteiineja todettiin runsaasti (kuvat 5 ja 6), mutta niitä ei onnistuttu 
erottamaan toisistaan kationin- tai anioninvaihtokromatografisesti eikä hydrofobisiin 
vuorovaikutuksiin perustuvalla kromatografialla (tuloksia ei ole esitetty). Kuusisoluviljel-
män alustan kitiinipylvääseen kiinnittymättömien kitinaasien puhdistusta voitaisiin jat-
kaa kokoerotteluun perustuvalla kromatografialla tai affiniteettikromatografialla käyt-
täen kitiinihelmien sijaan jotain muuta kitiinimateriaalia, koska proteiinit osoittivat kui-
tenkin aktiivisuutta glykolikitiinille.  
 
Deglykosylaatio PNGase F -amidaasientsyymillä säilytti kuusisoluviljelyalustasta kroma-
tografisesti puhdistetut kitinaasit noin 25 ja 30 kDa:n kokoisina (kuva 16a). Tämä viittaa 
glykosylaatioiden puuttumiseen tai glykosylaatioon, jossa asparagiinin viereinen N-ase-
tyyliglukosamiini on kytkeytynyt α-(1→3)-fukoosiin, koska silloin PNGase F -amidaasi ei 
kykene katkaisemaan oligosakkaridiosaa proteiinista. Vaikka arvellaan, että monimut-
kaiset N-glykaanit eivät ole vakioympäristöoloissa kasvavien kasvien kehitykselle ja li-
sääntymiselle välttämättömiä, kasveille tyypilliset N-glykaanirakenteet kuten α-(1→3)-
fukoosi ovat korkeammissa kasveissa hyvin konservoituneita ja evoluution on oletettu 
estäneen niiden häviämistä (Lerouge ym. 1998, Strasser 2016).  
 
6.2 Pichia pastoris -hiivassa tuotetut kitinolyyttiset entsyymit 
 
P. pastoris -hiivassa tuotettujen kitinolyyttisten entsyymien koko ja tunnistaminen ki-
tinaasivasta-aineilla erosi jonkin verran toisistaan kahdessa tuotantoerässä, vaikka 
tuotto tapahtui molemmissa samalla tavalla. Koska odotetut proteiinikoot (kitinaasilla 
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noin 30, kitinaasin kaltaisella proteiinilla 33 ja His-hännällisellä kitinaasin kaltaisella pro-
teiinilla 35 kDa) olivat määritettyjä pienempiä ja His-hännällinen kitinaasin kaltainen 
proteiini tunnistui useana vyöhykeenä (kuva 9), on mahdollista, että suuremmasta tuot-
toerästä tehdyssä western blot -analyysissa on näytteen denaturointi jäänyt puutteel-
liseksi tai näyte on hajonnut proteaasien vaikutuksesta. Pichia-tuottosysteemi on voinut 
myös yliglykosyloida tuotettuja proteiineja eri tavoin kahdella tuottokerralla. Kitinaasin 
kaltaisen proteiinin tunnistuminen kavolla useana vyöhykkeenä liittyi joko His-häntään 
tai kyseisen näytteen käsittelyyn, sillä vastaava hännätön kitinaasin kaltainen proteiini 
erottui kalvolla yhtenä vyöhykkeenä (kuva 9b). Kitinaasi (E7) tunnistui IV-kitinaasiluokan 
vasta-aineella (kuva 9), mutta kitinaasin kaltaisen proteiinin luokasta ei voida olla var-
moja, koska sen tunnistuminen IV-kitinaasiluokan vasta-aineella tapahtui vain toisessa 
tuottoerässä. Kitinaasin kaltaisen proteiinin tuottuminen alustaan kuitenkin onnistui, 
eikä kyseessä ole Pichian oma entsyymi, koska His-tag -vasta-aine tunnisti sen molem-
missa tuottoerissä (kuva 9). 
 
Pichiassa tuotetun kitinaasin puhdistaminen viljelyalustasta onnistui affiniteettikroma-
tografisesti kitiinipylväällä yhdeksi noin 32 kDa:n kokoiseksi proteiiniksi (E6) (kuva 13b). 
Kitinaasi tarttui kitiinikolonniin heikommin kuin vastaava kuusen solukkoviljelmästä eris-
tetty kitinaasi aiemmin, minkä vuoksi kiinnittymättön materiaali jatkokäsiteltiin ionin-
vaihtokromatografialla. Kationinvaihtokromatografia erotti kitiinipylvääseen sitoutu-
mattomista proteiineista kaksi noin 28 ja 32 kDa:n kokoista jaetta (E7) (kuva 13b). Ki-
tinaasin kaltaista proteiinia viljelyalustasta ei saatu puhdistettua (kuva 12b). His-hännäl-
lisen kitinaasin kaltaisen proteiinin viljelyalustasta onnistuttiin erottamaan pois joitakin 
suuri- ja pienikokoisimpia tuottoisäntä Pichian proteiineja (E8, kuva 11b), mutta His-hän-
nätön kitinaasin kaltainen proteiini jouduttiin siirtämään jatkoanalyyseihin tuottoalus-
tassaan (E9, kuva 12b). Entsyymin geelisuodatuspylväässä erottumatta jääminen (kuvat 
11a ja 12a) on saattanut johtua sen esiintymisestä jostakin syystä suurempana prote-
iiniyhdistelmänä, sillä proteiinien yhteenliittymistä oli havaittavissa jo ammoniumsul-
faattisaostuksen jälkeen. Geelisuodatuskromatografiajakeiden sisältämien proteiinien 
suhteista päätellen tavoitellun kitinaasin kaltaisen proteiinin koko oli noin 55 kDa (kuvat 
11 ja 12). 
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His-häntä proteiinirakenteessa vähensi kitinolyyttistä aktiivisuutta glykolikitiinigeelillä, 
sillä polyakryyliamidigeelillä tehdyissä aktiivisuusmäärityksessä vain His-hännättömissä 
entsyymeissä todettiin aktiivisuutta (kuva 14). Kitinaasi vaikutti kitinaasin kaltaista pro-
teiinia aktiivisemmalta, mutta pitoisuus saattoi vaikuttaa aktiivisuuteen kitinaasin kal-
taisen proteiinin ollessa osana alustan totaaliproteiineja ja näin pitoisuudeltaan lai-
meampi. Myös sitoutumiskyky kitiinipylvään kitiiniin oli kitinaasilla heikko ja kitinaasin 
kaltaisella proteiinilla olematon. Pisara-analyysissa glykolikitiiniä sisältävällä agaroo-
sigeelillä (kuva 15) osa todetuista aktiivisuuksista oli todennäköisesti peräisin Pichian 
omista kitinaaseista, koska niitä ei voitu erottaa koon perusteella pois kuten PAGE-gee-
lillä. His-hännällisen kitinaasin kaltaisen proteiinin metalli-ioniaffiniteettipuhdistus kui-
tenkin selkeästi vähensi alustanäytteen aktiivisuutta pisara-analyysissa lähes negatiivi-
sen puskurikontrollin tasolle (kuva 15). His- tai muun vastaavan rakenteen lisäämisen 
sekvenssiin on osoitettu voivan aiheuttaa muutoksia entsyymiaktiivisuudessa, kun lisä-
osa on rakenteellisesti häirinnyt tai estänyt proteiinin sitoutumis- tai katalyyttisen yksi-
kön toimintaa (Sabaty ym. 2013, Majorek ym. 2014, Yeon ym. 2014). 
 
Deglykosylaatio PNGase F -amidaasientsyymillä pienensi P. pastoris -hiivassa tuotettu-
jen kitinolyyttisten entsyymien kokoa. Kitinaasin (E7) kahdesta noin 28 ja 32 kDa:n pro-
teiinista toinen pieneni 25 kDa:iin, toinen oli kooltaan 30-32 kDa (kuva 16c). His-hännäl-
lisen kitinaasin kaltaisen proteiinin (E8) koko pieneni noin 55 kDa:sta noin 45 kDa:iin 
(kuva 16b). His-hännättömän kitinaasin kaltaisen proteiinin tarkkaa kokoa ei voitu gee-
liltä määrittää tuottoalustaproteiinien liian suuren määrän ja vyöhykerajojen epätark-
kuuden vuoksi, mutta deglykosylaation kokoon vaikuttava pieneneminen oli noin 10 
kDa:n luokkaa (kuva 16c). Koska PNGase F -amidaasi ei katkaise ja poista oligosakkari-
diosaa proteiinista sisimmän N-asetyyliglukosamiinin ja asparagiinin välistä silloin, jos N-
asetyyliglukosamiini on kytkeytynyt α-(1→3)-fukoosiin, voivat proteiinit olla periaat-
teessa edelleen glykosyloituneita vielä deglykosylaatiokäsittelyn jälkeen etenkin, kun α-
(1→3)-fukoosin tiedetään olevan kasviproteiinien tyypillinen N-glykaanirakenne (Le-
rouge ym. 1998). P. pastoris -hiivan kyky translaation jälkeisiin muokkauksiin kuten gly-
kosylaatioon on vaikuttanut sen suosioon eukaryoottisten proteiinien tuotto-organis-
mina, koska Pichian ei katsota yliglykosyloivan proteiinia yhtä paljon kuin Saccharomy-
ces cerevisiae -hiivan. Kuitenkin myös Pichiassa N-sidotut glykaanit usein ylimannosyloi-
tuvat Pichian luontaisten glykosyylitransferaasien liittäessä N-glykaaneja asparagiiniin, 
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ja muokkausreaktioiden puutuessa ketjut pidentyvät. Tällöin ongelmia voivat aiheuttaa 
sekä kohdeproteiinin muuttuvat fysikaaliskemialliset piirteet sekä hiivaperäisten glykaa-
nien ominaisuudet (Montesino ym. 1998, Li ym. 2007, Gmeiner ym. 2015). Koska kas-
veissa N-kytkeytyneet glykaanit vaikuttavat suuresti glykoproteiinin konformaatioon, 
stabiilisuuteen, liukoisuuteen ja biologiseen aktiivisuuteen ja voivat suojata sitä proteo-
lyyttiseltä hajoamiselta (Lerouge ym. 1998, Strasser 2016), on mahdollista, että Pichian 
tuottama glykosylaatio on proteiineille luontaisella tasolla, mutta yliglykosylaatio on 
myös voinut vaikuttaa kitinaasin kaltaisten proteiinien entsyymiaktiivisuustasoa heiken-
tävästi. 
 
6.3 Hiilihydraattimikrokalvoanalyysit 
  
Kasvikitinaasit ovat indusoituneet stressitilanteiden lisäksi myös kehityksellisissä proses-
seissa (Domon ym. 2000, van Hengel ym. 2002, von Arnold ym. 2005), ja kitinaasien kal-
taisten geenien on osoitettu olleen välttämättömiä soluseinien ja johtosolukoiden kehi-
tyksessä ja vaikuttaneen ligniinin esiintymiseen (Zhong ym. 2002, Hossain ym. 2010, San-
chez-Rodriguez ym. 2012, Wu ym. 2012). Tämän vuoksi solunulkoista ligniiniä tuottavan 
kuusisolususpensioviljelmän alustan kitinaaseille sekä erityisesti puussa ilmenevälle ki-
tinaasin kaltaiselle entsyymille etsittiin kuusiperäistä kitiinille vaihtoehtoista substraat-
tia hiilihydraattimikrokalvomenetelmän avulla. 
 
6.3.1 Kuusisolususpensioviljelmän alustaproteiinit (1. analyysi) 
 
Hiilihydraattikalvomenetelmää on osoitettu voitavan soveltaa testattaessa entsyymi-
seosten ja viljelyalustojen entsyymiaktiivisuuksia yksittäisiä substraatteja kohtaan (Vi-
dal-Melgosa ym. 2014), ja kuusisolususpensioviljelmän alustan totaaliproteiinit sisältä-
neessä konsentraatissa todettiinkin useita aktiivisia, pääasiassa hemiselluloosaraken-
teita pilkkovia entsyymejä.  Kun entsyymi oli lisätty substraatille ennen pektiinien ja he-
miselluloosan uuttoja, kuusisolujen ekstensiinirakenneproteiinin ja ksyloglukaanin, ke-
hittyvän puun ksylaanin/arabinoksylaanin ja mannaanin sekä ligniinin ksylaanin/ara-
binoksylaanin havaittiin pilkkoutuneen (taulukko 8). Tällöin ksyloglukaani- ja mannaa-
nivaste olivat selvästi muita voimakkaampia. Koska vastakiinnittynyt ekstensiini on ioni-
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sidoksella kiinni happamissa polysakkarideissa ja uutettavissa suolalla kypsän ekstensii-
nin ollessa tiukasti kovalenttisella sidoksella kiinni soluseinässä ja uuttumaton (Fry 
2000), on luontevaa, että ekstensiinivaste nähtiin vain solukkoviljellyssä kuusi-
solusubstraatissa natriumtetrahydroboraattia sisältäneen NaOH-uuton jälkeen. Ksylo-
glukaani on heinäkasveja lukuun ottamatta korkeampien kasvien pääasiallisin primääri-
seinän hemiselluloosatyyppi, jota havukasveilla on seinästä noin 10 % (Carpita ja Gibe-
aut 1993, Fry 2000, Ebringerova 2006), joten ksyloglukaanin hajoamista osoittaneet sig-
naalit olivat voimakkaimpia sekundääriseinättömissä solukkoviljelmän soluissa. Gluku-
ronoksylaani on puuvartisten kasvien sekundaariseinien päähemiselluloosatyyppi, ja ha-
vupuiden ksylaanit ovat arabinosyloituneita (Ebringerova 2006, Busse-Wicher ym. 
2016), minkä vuoksi kehittyvässä puussa todettiin kuusisoluviljelyalustan entsyymien 
vaikutuksesta arabinoksylaanien hajoamista (taulukko 8).  On havaittu, että kuusen puu-
kuiduista ei onnistuta eristämään täysin hiilihydraatitonta ligniiniä, vaan ligniini on niissä 
erityyppisissä ligniinihiilihydraattikomplekseissa (lignin-carbohydrate complex, LCC), 
joista ksylaani-ligniini-glukomannaani -LCC on määrältään yleisin (Lawoko 2005, Oino-
nen ym. 2015), mikä selittää ksylaanin läsnäolon kuusisolukkoviljelmän ligniinissä. Glu-
komannaani ja galaktoglukomannaani pienellä galaktoosisubstituutioasteella muodos-
tavat pääosan havupuiden sekundäärisoluseinän hemiselluloosasta (Capek ym. 2000, 
Popper 2008, Fry 2011) mutta niitä tavataan myös primääriseinissä, minkä vuoksi man-
naanien pilkkoutumista havaittiin kaikissa substraateissa ligniiniä lukuun  ottamatta 
(taulukko 8). Lituruoholla mannaania on tavattu runsaasti varren puuosan paksuuntu-
neista soluseinistä ja tylppysolukosta, lehtien johtosolukoista ja myös sekä varren että 
lehtien päällysketon paksuuntuneista soluseinistä (Handford ym. 2003). 
 
Kun entsyymi oli lisätty substraatin pektiineille ja hemiselluloosalle uuton jälkeen (koe 
2), oli substraatin hajoamista osoittavien signaalien määrä ja taso huomattavasti alhai-
sempi kuin lisättäessä entsyymi substraatille ennen uuttoja (koe 1), vaikka joitakin sa-
mojen substraattien hajoamisreaktioita oli havaittavissa (taulukko 9). Ilmeisesti ko-
keessa 1 entsyymi pilkkoi substraattia jo homogenisoinnin aikana, ja hajonnut 
substraatti saattoi jopa osittain tai kokonaan siirtyä ennen pektiinien ja hemiselluloosan 
uuttovaihetta hylättävään supernatanttiin. Vaikka analyysin seuraavassa vaiheessa 
CDTA- tai NaOH-uutto olisi saattanut tutkittavat substraatin polysakkaridit liukoiseen 
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muotoon, ne olivat entsyymin esivaikutuksesta ehkä jo vähentyneet tai puuttuivat liu-
oksesta kokonaan. Jos substraatti puuttui kokonaan, vasta-ainemäärityksen tulos oli toi-
saalta kuitenkin sama kuin substraatin pilkkouduttua, eli vasta-aine ei sitoutunut ja sig-
naalin arvo osoitti entsyymin pilkkoneen substraattia. Entsyymiä ja substraattia inkuboi-
tiin keskenään 2 h entsyymilisäyksen jälkeen, mutta koska kokeet 1 ja 2 suoritettiin pe-
räkkäin ja pipetoitiin samoille kuoppalevyille, kokeessa 1 entsyymi ja substraatti vuoro-
vaikuttivat paljon pidemmän ajan, mikä on myös saattanut edesauttaa substraattien voi-
makkaampaa hajoamista. Vain kehittyvän puun kalloosin hajoaminen näkyi ainoastaan 
silloin, kun entsyymi oli lisätty substraatille NaOH-uuton jälkeen. Kalloosia tavataan ja-
kaantuvien solujen solulevyissä, soluseinää vahvistavana materiaalina, patogeenies-
teenä, sekä huokosten, ilmarakojen ja siivilälevyjen sulkija-aineksena (Chen ja Kim 2009, 
Galatis ja Apostolakos 2010), joten ei ole yllättävää, että sitä todettiin kehittyvästä 
puusta, jossa solut jakaantuvat. Kun entsyymi lisättiin substraatille vasta uuton jälkeen, 
on entsyymillä käytössään olleen substraatin määrä voinut olla myös pienempi kuin en-
nen uuttoa, sillä uuttojen teho on vaihteleva eri substraatteihin, varsinkin pektiineihin. 
Vaikka kelatoiva CDTA uuttaa soluseinän kalsiumionit ja vaikuttaa kalsiumsiltoihin niin, 
että jotkin pektiiniset polysakkaridit muuttuvat asteittain liukoiseen muotoon, uuttunei-
den pektiinien määrä voi vaihdella huomattavasti solutyyppien välillä: vegetatiivisten 
solukoiden pektiineistä liukoiseksi saadaan 20−50 % mutta solukkoviljelmien pektii-
neistä vähemmän kuin 10 % (Fry 2000). Emäkset taas liuottavat hemiselluloosa-ainesta 
hyvin, mutta eri hemiselluloosatyypit uuttuvat eri emäspitoisuuksilla. Käytetyn mene-
telmän NaOH-pitoisuus 4 M oli riittävä uuttamaan kattavasti soluseinän hemiselluloosan 
(Fry 2000). 
 
6.3.2 Kuusisolususpensioviljelmän alustasta eristetyt kitinaasit (2. analyysi) 
 
1. hiilihydraattimikrokalvoanalyysissä kuusen solukkoviljelyalusta sisälsi useanlaisia ent-
syymejä, joilla todettiin aktiivisuutta moniin eri polysakkarideihin. Koska joukosta ei 
voitu tunnistaa kitinaasien entsyymiaktiivisuutta, viljelyalustasta puhdistettiin kitinolyt-
tisiä entsyymejä uutta hiilihydraattimikrokalvoanalyysia varten.  
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Kun kuusisolujen viljelyalustasta puhdistetut entsyymit oli lisätty substraatille ennen 
pektiinien ja hemiselluloosan uuttoa (koe 1), kaikki entsyymit aikaansaivat erityisesti ke-
hittyvän mutta myös kypsän puun NaOH-uutettujen mannaanien pilkkoutumista kuten 
1. analyysissakin, mutta 1. analyysissä havaittua mannaanivastetta solukkoviljelmän 
kuusisoluille ei todettu (taulukko 10). Kitiinipylvääseen sitoutumattomat entsyymit, kah-
den puhdistetun kationisen kitinaasin seos sekä positiivinen kontrolli tuottivat arvoil-
taan korkeimmat mannaanin hajoamista osoittavat signaalit, kun kitiinipylvään eluaatin 
signaaliarvo oli alhaisempi. Kitiinipylvääseen kiinnittymättömien proteiinien pitoisuus 
oli kaksinkertainen eluaattiin ja kymmenkertainen kationisten kitinaasien seokseen sekä 
positiiviseen kontrolliin nähden (taulukko 10), mutta pylvääseen kiinnittymättömien 
proteiinien joukossa on todennäköisesti voinut olla mannaaneja pilkkovia entsyymejä, 
joten tulos on ymmärrettävä. Sen sijaan kitiinipylvään eluaatin kationisia kitinaaseja al-
haisempi vaste on odottamaton, koska eluaatin konsentraatio on suurempi, kationiset 
kitinaasit on jatkopuhdistettu eluaatista ja ne ovat eluaatin proteiinien kanssa samanko-
koisia SDS-PAGE -geelillä. On mahdollista, että eluaatti on sisältänyt huomattavan mää-
rän samankokoisia anionisia entsyymejä, jotka eivät pilko mannaania ja joita ei ole on-
nistuttu eristämään ioninvaihtokromatografisesti. LM21-vasta-aine tunnistaa kasvisolu-
seinien β-sidotut mannaani-, glukomannaani- ja galaktomannaanipolysakkaridit sitou-
tuen tehokkaimmin 2−5 yksiköstä koostuviin β-(1→4)-manno-oligosakkarideihin, LM22-
vasta-aine tunnistaa mannaanit galaktomannaania lukuunottamatta (PlantProbes 2016) 
ja BS-400-4-vasta-aine tunnistaa lineaariset (1→4)-β-manno-oligosakkaridit (1→4)-β-
mannaaneissa ja -galaktomannaaneissa (Biosupplies Australia 2016). Koska mannaa-
nivaste esiintyy kaikissa neljässä laimennoksessa, molemmissa kerranteissa ja kaikilla 
mannaanivasta-aineilla, tulos vaikuttaa luotettavalta. Odottamatonta on positiivisen 
kontrollin (S. griseuksen kitinaasi) voimakas mannaanivaste (taulukko 10), jota ei ha-
vaittu lainkaan 1. hiilihydraattimikrokalvoanalyysissa (taulukko 8), vaikka positiivisen 
kontrollin konsentraatio on molemmilla kerroilla ollut samaa luokkaa. Toisaalta S. gri-
seuksen kitiiniä ja selluloosaa substraattinaan käyttävien lyyttisten polysakkaridimono-
oksygenaasien on hiljattain osoitettu käyttävan substraattinaan myös hemiselluloosa-
tyyppejä, erityisesti ksyloglukaania, hajottaen sen glukaanirunkoa (Agger ym. 2014). S. 
griseus tuottaa sekä kitinaasiryhmään 18 että 19 kuuluvia kitinaaseja, ja sen ryhmään 19 
kuuluvien kitinaasien on todettu olevan rakenteeltaan luokan IV kasvikitinaasien kaltai-
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sia (Watanabe ym. 1999). Siksi ei liene aivan mahdotonta, että myös positiivinen kont-
rolli pilkkoisi mannaania, mutta vasteen olisi pitänyt olla voimakkaampi myös 1. hiilihyd-
raattimikrokalvoanalyysissa.  
 
Ligniinin CDTA-uutetun metyloituneen homogalakturonaanirakenteen pilkkoutumista 
osoittavat signaaliarvot nähtiin kitiinipylvääseen sitoutumattomien proteiinien toi-
miessa entsyyminä sekä kokeessa 1 että kokeessa 2, eli entsyymin lisäysajankohta ei vai-
kuttanut merkittävästi substraatin pilkkoutumiseen ja uuttotulokseen (taulukot 10 ja 
11). Kitiinipylvääseen kiinnittymätön entsyymiseos sisälsi todennäköisesti myös pektii-
niä hajottavia proteiineja, ja homogalakturonaanit ovat yleisiä havupuiden soluseinissä 
(Sarkar ym. 2009). 8 % kuusen puukuitujen ligniinistä on todettu tavattavan galakto-
glukomannaani-ligniini-pektiini -yhdistelmärakenteissa (Lawoko 2005), ja männyllä lig-
nifikoituneissa solukoissa voimakkaasti metyloituneen homogalakturonaanin on ha-
vaittu olleen vähemmän metyloituneita hallitsevampi pektiinin muoto (Hafren ym. 
2000). Tulos viittaa siihen, että kuusisolukkoviljelmän ligniiniin on sitoutunut pektiiniä. 
 
Kun entsyymi oli lisätty substraatille uuttojen jälkeen kokeessa 2 (taulukko 11), oli man-
naanin hajoamista osoittavien signaaliarvojen määrä ja taso alhaisempi kuin kokeessa 1 
(taulukko 10) ja mannaanivaste tuli näkyviin vain ligniinisubstraatissa yhdellä vasta-ai-
neella kolmesta (taulukko 11), mikä viittaa siihen, että entsyymin lisäys ennen NaOH-
uuttoa tehosti mannaanisubstraatin hajoamista uuton jälkeiseen lisäämiseen verrat-
tuna. Koe 2 tuotti lisäksi kitiinipylvään eluaatilta hienoista vastetta arabinogalaktaa-
niproteiineille (taulukko 11). Koska AGP:t ovat uutettavissa vedellä (Fry 2000), niiden 
tunnistus ensimmäisestä CDTA-uutetusta näytteestä oli odotettavaa, mutta koska sig-
naali oli alhainen ja vain yhden AGP-vasta-aineen tulos kolmesta, ei substraatin pilkkou-
tuminen ole kovin todennäköistä. Toisaalta AGP:t ovat vesiuuttoisina saattaneet karata 
substraatista jo homogenisointivaiheen jälkeen supernatantin mukana myös negatiivi-
sesta puskurikontrollista, jolloin niiden hajoamisreaktion tunnistaminen näytteen sig-
naaliarvoa negatiiviseen kontrolliin suhteuttavalla vasta-ainereaktiolla ei onnistuisi luo-
tettavasti. 
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2. hiilihydraattimikrokalvoanalyysissa mukana ollut entsyymien testaus niiden itsensä 
sisältämien polysakkaridien osalta osalta ilman substraattia ja uuttovaiheita osoitti kitii-
nihelmikolonniin sitoutumattomien proteiinien (E6) sisältäneen useita pektiinisiä poly-
sakkarideja sekä arabinogalaktaani- ja ekstensiinproteiineja (taulukko 12). Ilmeisesti 
kuusisolususpensioviljelmän alustakonsentraatti on ammoniumsulfaattisaostuksesta ja 
puskurinvaihdosta huolimatta sisältänyt vielä lukuisia viljelyalustan polysakkarideja. Toi-
saalta on outoa, etteivät monet pelkästä kitiinihelmikolonniin sitoutumattomien prote-
iinien seoksesta osoitetuista polysakkarideista näy lainkaan substraattien (S1-S4) kanssa 
tehdyissä kokeissa (taulukot 10 ja 11). Arabinogalaktaani (JIM13), ekstensiini (JIM20) ja 
homogalakturonaanit (JIM18, JIM19) tuottavat kaikista voimakkaimmat vasta-ainesig-
naalit testattaessa pelkkää entsyymiä, mutta ne eivät näy hiilihydraattimikrokalvoana-
lyysin tuloksissa ollenkaan testattaessa entsyymiä substraatin kanssa. Myöskään ara-
binogalaktaani- (JIM8), arabinaani- (LM6) ja ekstensiini- (LM20) vasta-aineet eivät tuota 
polysakkaridin esiintymisestä ilmoittavaa signaaliarvoa, kun entsyymi on lisätty 
substraatille. Erityisesti arabinogalaktaaniproteiinit ovat saattaneet vesiuuttoisina 
huuhtoutua pois jo substraatti-entsyymiseoksen homogenointivaiheen jälkeen, mutta 
ehkä myös muut polysakkaridit ovat olleet entsyymiliuoksessa niin hienojakeisia, ettei-
vät ne ole päätyneet homogenisointivaiheen jälkeen uutettavaan pellettiin. Periaat-
teessa glykosyloitunut proteiini voi sisältää myös glykaaniosassaan mannaania tai jota-
kin muuta polysakkaridia, ja esimerkiksi S. cerevisiaen endokitinaasi on todettu 18 % 
mannaanipitoista hiilihydraattia sisältäneeksi glykoproteiiniksi (Correa ym. 1982). 
 
6.3.3 Pichia pastoris -hiivassa tuotetut kitinolyyttiset entsyymit (3. analyysi) 
 
Kun aiempien hiilihydraattimikrokalvoanalyysien perusteella näytti siltä, että solunul-
koista ligniiniä tuottavan kuusisolususpensioviljelmän alustaan erittyneiden kitinaasien 
mahdollinen kuusiperäinen substraatti voisi olla mannaani, oli ajatuksena tuottaa ky-
seistä entsyymiä heterologisesti ja testata tuotos uudella hiilihydraattimikrokalvoana-
lyysilla. Näin pyrittiin varmistamaan, ettei aiemmin eristettyjen ja puhdistettujen ki-
tinaasien ohella mannaaneille positiivisen vasteen antaneisiin analyysituloksiin voinut 
vaikuttaa jonkin muun entsyymin, kuten mannanaasin läsnäolo. Kitinaasin lisäksi rin-
nalle analysoitavaksi valittiin toinen erityisesti kuusen puuosassa ilmentyvä kitinaasin 
kaltainen proteiini. 
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Kun entsyymi lisättiin substraatille ennen pektiinien ja hemiselluloosan uuttoa (koe 1), 
kaikki entsyymit positiivinen kontrolli mukaanlukien aikaansaivat ksylaanin pilkkoutu-
mista muissa substraateissa paitsi kehittyvässä puussa (taulukko 13). Solukkoviljellyn 
kuusisolusubstraatin toinen kerranne ei pilkkoutunut minkään entsyymin vaikutuksesta, 
kun samanaikaisesti sen toinen kerranne tuotti samankaltaisia polysakkaridien ha-
joamisreaktioita kuin kypsä puu- ja ligniinisubstraatti. Kun sama kuusisolukerranne 
tuotti lisäksi lievän vasteen kaikilla entsyymeillä (1→3)(1→4)-β-D-glukaanille (taulukko 
13), jota tavataan vain ruohoilla, heinillä ja kortteilla (Fry ym. 2008, Sørensen ja Willats 
2008), voidaan kyseistä kerrannetta pitää epäluotettavana ja jättää se huomioimatta. 
Ksylaanivaste pelkästään kypsässä puussa ja ligniinissä oli perusteltu, sillä ksylaani on 
yleinen hemiselluloosatyyppi puuvartisten kasvien sekundääriseinissä (Busse-Wicher 
ym. 2016). Odottamatonta oli sen sijaan tasaisesti yhtä voimakas ksylaanivaste kaikilla 
entsyymeillä, myös positiivisena kontrollina toimineella bakteerikitinaasilla (taulukko 
13), kun entsyymien itsensä ei kuitenkaan todettu sisältäneen ksylaania (taulukko 15).  
Käytettyjen entsyymien pitoisuudet olivat toisiinsa nähden hyvin erilaiset. Kitiinipylvään 
kitinaasieluaatin pitoisuus oli 20−30 kertaa ja metalli-ioniaffiniteettikromatografialla 
puhdistetun kitinaasin kaltaisen proteiinin pitoisuus 2−3 kertaa muiden entsyymien pi-
toisuutta pienempi (taulukko 5), joten eron olisi odottanut näkyvän myös hiilihydraatti-
mikrokalvoanalyysin positiivisten signaalien arvoissa. Hiilihydraattimikrokalvomenetel-
män on osoitettu tunnistavan (eli signaalin arvo on ollut suurempi kuin 1) endo-1,3-glu-
kanaasi-, ksyloglukanaasi-, sellulaasi- ja endo-1,4-mannanaasientsyymiaktiivisuutta BS-
400-3-, LM15-, CBM3a- ja LM21-epitoopeilla vielä käytettäessä 0,007, 0,0009, 0,007 ja 
0,002 µg/ml:n entsyymikonsentraatioita tässä järjestyksessä, ja substraattimäärän pie-
nentämisen kuudestoistaosaan vaikuttavan jopa 100 kertaa detektiorajaa alentavasti 
ksyloglukanaasilla sekä polygalakturonaasilla (Vidal-Melgosa ym. 2014). Hiilihydraatti-
mikrokalvoanalyysissa 3 käytettiin entsyymipitoisuuksia 7,5−328 µg/ml, joten ne olivat 
selvästi esimerkkientsyymien määritysrajoja suurempia. Kun entsyymeinä toimivat 
luonteeltaan ja odotetulta aktiivisuudeltaan erityyppiset proteiinit, kasvikitinaasi, ki-
tinaasin kaltainen proteiini, Pichian tuottoalustan totaaliproteiiniseos, joka sisälsi 
Pichian omia entsyymejä, sekä bakteerikitinaasi, analyysitulosten ei olisi odottanut 
myöskään olleen niin toistensa kaltaisia. Koska 3. hiilihydraattimikrokalvoanalyysissa 
ksylaanin hajoamista ilmaisseet signaaliarvot tulivat esiin vain yhdellä ksylaanivasta-ai-
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neella kolmesta (taulukko 13), on tulos epäluotettavampi kuin 2. hiilihydraattimikrokal-
voanalyysin mannaanin kohdalla, jolloin mannaanivaste todettiin kaikilla kolmella man-
naanivasta-aineella (taulukko 10). 3. hiilihydraattimikrokalvoanalyysin ksylaanivaste to-
dettiin LM10-ksylaanivasta-aineella, joka tunnistaa substituoimattomat ja vähän substi-
tuoidut ksylaanit. LM11-ksylaani/arabinoksylaanivasta-aine tunnistaa edellisen lisäksi 
laajemman ksylaanitukitrangan substituution ja LM23-ksylosyylivasta-aine tunnistaa 
asetyloimattomat ksylosyyliketjut sekä pektiiniset ksylogalakturonaanin ja ksylaanin 
(PlantProbes 2016). Siksi luotettavassa vasteessa kaikkien kolmen vasta-aineen olisi 
odottanut tuottavan positiivisen signaaliarvon. 
 
Kokeessa 1 havaittua johdonmukaista vastetta ksylaanille ei nähdä lainkaan kokeessa 2, 
kun entsyymi lisättin susbtraatille uuttojen jälkeen (taulukko 14), mikä voi viitata siihen, 
että entsyymin lisäys ennen uuttoja tehosti oleellisesti substraatin hajoamista tai myös 
siihen, että ksylaanivaste ei ole todellinen. Kahdesta aiemmasta mikrokalvoanalyysistä 
poiketen koe 2 suoritettiin vasta vuorokauden kuluttua kokeesta 1 uuttoliuosten ollessa 
pakastettuna yön yli, mikä on myös tarjonnut kokeen 1 entsyymeille enemmän hajotus-
aikaa kokeeseen 2 verrattuna. Kitinaasin kaltaisen proteiinin tuottoalustan aikaansaa-
mat kalloosin pilkkoutumista osoittavat signaaliarvot NaOH-uutetussa kehittyvässä 
puussa (taulukko 14) ovat lähtöisin alustan totaaliproteiineista, joista useat voivat olla 
peräisin tuottoisännästä. Erityisesti kuusisolujen CDTA-uutetut arabinogalaktaaniprote-
iinit näyttivät pilkkoutuneen positiivisena kontrollina toimineen bakteerikitinaasin vai-
kutuksesta (taulukko 14), mitä ei kuitenkaan ole todettu aiemmilla analyysikerroilla (tau-
lukot 9 ja 11), kun sama positiivinen kontrolli on ollut käytössä.  
 
3. hiilihydraattimikrokalvoanalyysissa mukana ollut entsyymien testaus niiden itsensä 
sisältämien polysakkaridien osalta ilman substraattia ja uuttovaiheita ei osoittanut po-
lysakkarideja yhdestäkään entsyymistä, mutta tunnisti pelkästä negatiivisesta puskuri-
kontrollista mannaania ja ksyloglukaania (taulukko 15). Tunnistus tapahtui kahdella 
mannaanivasta-aineella (BS-400-4, LM21) ja yhdellä ksyloglukaanivasta-aineella (LM25) 
kolmesta, mutta kaikissa tapauksissa vain toisessa kerranteessa. Siksi todennäköisyys 
puskurin sisältämille polysakkarideille on pieni ja kyse lienee epäspesifisestä reaktiosta. 
Toisaalta koska mannaanivastetta havaittiin myös kitinaasisubstraatin (E7) ja positiivisen 
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kontrollin (PK) kera vain toisessa kerranteessa (taulukko 14), ei voida täysin varmasti 
sulkea pois mahdollista polysakkaridikontaminaatiota puskuriliuoksessa. 
 
3. hiilihydraattimikrokalvoanalyysi tuotti odottamattomia, epäloogisia ja ristiriitaisia tu-
loksia. Tasainen ksylaanin hajoaminen kaikissa substraateissa kehittyvää puuta lukuun 
ottamatta kaikilla entsyymeillä vain yhden vasta-aineen tunnistamana kolmesta ja kuu-
sisolusubstraatissa vain toisessa kerranteessa (taulukko 13) vaikuttaa oudolta. Myös 
puskuriliuoksen mannaanit kahden vasta-aineen tunnistamana kolmesta ja ksylaani yh-
den vasta-aineen tunnistamana kolmesta vain toisessa kerranteessa (taulukko 15) ovat 
seikkoja, joita on vaikea selittää ja jotka nakertavat koko 3. hiilihydraattimikrokalvoana-
lyysin luotettavuutta.  
 
6.3.4 Hiilihydraattimikrokalvoanalyysikertojen keskinäinen vertailu  
 
Kolmella hiilihydraattimikrokalvoanalyysikerralla analysoitiin kahdessa eri järjestyksessä 
käsiteltyjä näytteitä. Tutkituille kuusientsyymeille tuntui jokaisella analyysikerralla toi-
mivan tehokkaammin entsyymin lisääminen substraatille ennen substraatin pektiinien 
ja hemiselluloosan uuttamista CDTA:lla ja NaOH:lla kuin se, että entsyymi lisättiin pilk-
komaan jo uutettuja substraattiaineksia, sillä substraatin hajoamista osoittavien signaa-
linarvojen määrä ja taso oli näin aina suurempi ja vain muutama pilkkoutumistulos ha-
vaittiin pelkästään silloin, kun entsyymin lisäys oli tapahtunut uuttojen jälkeen. Jo val-
miiksi liukoisiksi uutetuissa substraattirakenteissa ei ehkä ollut enää jäljellä tai esillä hii-
lihydraatteja tai sidoksia, joita kitinolyyttiset entsyymit pystyivät pilkkomaan, tai olot 
entsyymin toiminnalle uuton jälkeen eivät olleet ihanteelliset. Sen sijaan kun entsyymi 
toimi ensin käsittelemättömässä alkuperäisessä substraatissa, uuttokäsittelyt erottivat 
pilkkoutuneet rakenneosat tunnistettaviksi. Pilkkoutuneet substraattirakenteet sekä ve-
siuuttoiset arabinogalaktaaniproteiinit olivat myös voineet jäädä homogenisoinnin jäl-
keen supernatanttiin ja poistua analyysista ennen uuttoja, jolloin vasta-aine ei sitoutu-
nut substraattiin. Vaikka vasta-aine on kykenemätön sitoutumaan sekä silloin, kun 
substraattia ei ole, että silloin, kun substraatti on pilkkoutunut, signaalin arvot eivät 
näissä tapauksissa kuitenkaan liene täysin toisiaan vastaavat pilkkoutumisasteen vaih-
dellessa. Kun entsyymi lisättiin substraatille ennen pektiinien ja hemiselluloosan uuttoja, 
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jäi sen vaikutusaika myös pidemmäksi kuin silloin, kun entsyymi lisättiin substraatille 
uuttojen jälkeen, mikä todennäköisesti lisäsi substraatin hajoamisastetta. 
 
Se, että positiivisena kontrollina toimineen S. griseus -bakteerikitinaasin pitoisuus oli li-
kimain sama ja riittävä kaikissa kolmessa hiilihydraattimikrokalvoanalyysissa (taulukko 
5), mutta substraatin pilkkoutumista ilmaisseet vasteet kohdistuivat eri analyysikerroilla 
eri substraatteihin, kyseenalaistaa koko hiilihydraattimikrokalvoanalyysin luotetta-
vuutta. 1. analyysissa positiivinen kontrolli tuotti vain hajanaisia signaaliarvon 2 vasteita 
(taulukot 8 ja 9). 2. analyysissa positiivinen kontrolli näytti hajottaneen kehittyvän puun 
mannaaneja molemmissa kerranteissa hyvin säännönmukaisesti kaikilla kolmella man-
naanivasta-aineella signaaliarvoilla 3−8 kuten muutkin kuusen omat entsyymit (taulukko 
10). 3. analyysissa yksi ksylaanivasta-aine kolmesta osoitti positiivisen kontrollin pilkko-
neen kypsän puun ja ligniinin ksylaania signaaliarvoilla 2−3 kuten muutkin Pichiassa tuo-
tetut entsyymit (taulukko 13). Lisäksi muista entsyymeistä poiketen yksi AGP-vasta-aine 
kolmesta tunnisti positiivisen kontrollin hajottaneen kuusisolujen ja kehittyvän puun 
arabinogalaktaaniproteiineja signaaliarvoilla 2−5 (taulukko 14). Positiivisen kontrollin 
valmistamisessa kolmeen eri hiilihydraattimikrokalvoanalyysiin oli tapahtunut joka ker-
ralla lieviä poikkeamia, mikä on voinut vaikuttaa tuloksien hajontaan. Ensimmäisissä 
analyyseissä kylmäkuivattu entsyymi ei liuennut hyvin puskuriliuokseen, ja siksi 2. ana-
lyysissa seosta oli lämmitetty 40 °C:ssa ennen lisäystä substraatille, mikä on voinut edis-
tää entsyymiaktiivisuutta. 3. analyysissa positiivinen kontrolli valmistettiin ennalta liu-
otetusta ja kolmeksi vuodeksi -80 °C:ssa pakastetusta entsyymistä. Jos entsyymivalmiste 
on herkkä esitetyn kaltaisille poikkeamille, on mahdollista, että positiivinen kontrolli 
toimi heikosti 1. hiilihydraattimikrokalvoanalyysissa huonon liukenemisen vuoksi ja 3. 
analyysissa liian pitkän pakastuskauden takia. 2. analyysin kaikilla kolmella mannaa-
nivasta-aineella todettu mannaanivaste saattaisi olla todellinen, koska se ei eronnut 
kuusientsyymeistä (taulukko 10) ja koska 3. analyysin ksylaani- ja AGP-vasteet todettiin 
vain yhdellä vasta-aineella kolmesta (taulukot 13 ja 14).  
 
Hiilihydraattimikrokalvoanalyysin toistettavuus on kokeissa osoitettu varsin hyväksi. Se-
litysaste (korrelaatiokertoimen R2-arvo) on ollut yli 0,97, kun on ollut kyse teknisestä 
vaihtelusta saman analyysin sisällä, ja yli 0,90 eli hieman heikompi, kun on toistettu eril-
lisiä kokeita. Heikomman arvon on katsottu syntyneen pienistä eroista substraattien ja 
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entsyymien tilassa, kalvolle siirtämisessä, vasta-ainekäsittelyssä ja kehityksessä (Vidal-
Melgosa ym. 2014), mikä on mahdollisesti tullut myös näkyviin nyt, kun analyysit suori-
tettiin kolmessa osassa ja alhaisia tason 2 signaaliarvoja on esiintynyt paljon. Kaksi en-
simmäistä hiilihydraattimikrokalvoanalyysia suoritettiin välivaiheiden tuotteita pakasta-
matta suoraan kahdessa päivässä, kun taas 3. analyysi tehtiin niin, että uuttoliuokset 
pakastettiin yhdeksi yöksi ennen koetta 2 ja hiilihydraattimikrokalvoille siirretyt näytteet 
odottivat vasta-ainekäsittelyä kaksi viikkoa. Analyysiin käytetty lisäaika sekä pakastami-
nen ja sulattaminen ovat saattaneet muuttaa entsyymien ja substraattien käyttäyty-
mistä kahteen ensimmäiseen hiilihydraattimikrokalvoanalyysiin verrattuna. 
 
Koska jo 1. hiilihydraattimikrokalvoanalyysissa sekä (1→4)-β-D-galaktoglukomannaanin 
että (1→4)-β-D-glukomannaanin vasta-aineilla todettu kuusisoluviljelyalustan entsyy-
mien aikaansaama voimakas mannaanien pilkkoutuminen vahvistui 2. analyysissa käy-
tettäessä alustasta eristettyjä, puhdistettuja kitinaaseja ja kolmatta (1→4)-mannaa-
nivasta-ainetta (taulukko 10), mannaanien toimiminen kuusikitinaasien substraattina on 
todennäköistä.  Tätä tukee myös 2. analyysin kationisen kitinaasiseoksen jatkoanaly-
sointi anioninvaihto- ja ohutkerroskromatografialla (Sanna Koutaniemi, Helsingin yli-
opisto, sähköpostiviesti kirjoittajalle 18.11.2013). Tulos viittasi entsyymien vapautta-
neen oligosakkarideja luontaisesti asetyloidusta sekä deasetyloidusta kuusen galakto-
glukomannaanista ja konjac-glukomannaanista mutta ei guar-galaktomannaanista. 
Näissä kokeissa positiivisena kontrollina toiminut bakteerikitinaasi oli peräisin samasta 
erästä kuin 3. hiilihydraattimikrokalvoanalyysissa mutta kaksi vuotta tuoreempaa eikä 
se reagoinut lainkaan substraatteja hajottavasti. Koska galaktomannaanilla on muista 
substraateista poiketen mannoosirunko ja korkea substituutioaste eikä se ole yleinen 
kuusisolukoissa (Mulimani ja Prashanth 2002), kuusikitinaasit eivät ehkä kyenneet sitä 
hajottamaan. 3. hiilihydraattimikrokalvoanalyysin tulokset heterologisesti tuotetuilla ki-
tinolyyttisillä entsyymeillä, joista yksi vastasi todennäköisesti kuusisoluviljelmän alus-
tasta eristettyä entsyymiä, eivät tukeneet mannaanisubstraattiajatusta (taulukko 13), 
mutta ylimääräiset deglykosylaatiot ja His-tagin lisäys entsyymirakenteisiin ovat saatta-
neet vaikuttaa aktiivisuutta alentavasti. Vaikka galaktoglukomannaaneita esiintyy run-
sain määrin havupuiden sekundääriseinissä, niitä on tunnistettu myös monista primää-
risolukoista, jopa tupakan solukkoviljelmien alustaan erittäminä, ja niiden on arveltu 
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osallistuvan kasvisolujen säätelyprosesseihin (Sims ym. 1997, Capek ym. 2000). Galakto-
glukomannaanioligosakkaridilisäyksen viljelyalustaan on todettu edistäneen kuusen al-
kioiden kehitystä (Liskova ym. 1995). Kakoniova ym. (2010) ovat havainneet kuusen se-
kundääriseinästä eristettyjen galaktoglukomannaanioligosakkaridien lisäämisen kuusi-
kallussoluista peräisin olleeseen protoplastiviljelmään edistäneen merkittävästi pro-
toplastien elinkykyisyyttä. Tällöin protoplastien soluseinien uusiutumisen aikana solut 
ovat erittäneet viljelyalustaan sekä oligo- ja polysakkarideja että hydrolyyttisiä entsyy-
mejä kuten kitinaaseja ja glukanaaseja, mikä voisi viitata substraatti-entsyymi -vuorovai-
kutusyhteyteen kitinaasien ja galaktoglukomannaanien välillä. Lituruohon AtCSLA7-gee-
nin on osoitettu koodaavan mannaanisyntaasia mutta vastaavan mutantin, jossa geeni-
tuotetta ei synny, tuottaneen elinkyvyttömiä alkioita, mikä antaa myös viitteitä mannaa-
nilla olevan merkitystä alkionkehityksessä (Goubet ym. 2003, Liepman ym. 2005).  Be-
nova-Kakosova ym. (2006) ovat havainneet puusoluja muodostavaan isotsinniaviljel-
mään (Zinnia elegans) lisättyjen kuusen puun galaktoglukomannaanioligosakkaridien 
kasvattaneen viljelmän solutiheyttä ja pienentäneen putkilosolujen protoksyleemi/me-
taksyleemi-suhdetta. Tällöin glukomannaanit ovat kerääntyneet merkittävästi viljely-
alustaan ja erilaistumisvaiheessa olevien puusolujen soluseiniin, mikä viittaa mannaa-
nien esiintyvän luontaisesti johtosolukon erilaistumiseen liittyvässä signaloinnissa. Ga-
laktoglukomannaanit ovat myös toimineet auksiinin vastavaikuttajana vähentäen luon-
taisen auksiinin, indolietikkahapon vaikutusta lituruohon juurten kasvuun ja myös auk-
siinikuljetukseen liittyvien säätelijöiden, flavonoidien kerääntymistä kasvupisteeseen ja 
pidentymisvyöhykkeelle (Kucerova ym. 2016). 
 
Kitinaasin kaltaisen proteiinin ei odotettu toimivan sen rinnalla analysoidun kitinaasin 
tavoin vaan ennemmin erottuvan siitä. 3. hiilihydraattimikrokalvoanalyysin kitinaasin ja 
kitinaasin kaltaisen proteiinin voimakkain yhdenmukainen vaste ksylaanisubstraatille 
(taulukko 13) ei ollut riittävän luotettava testattujen entsyymien keskinäisten eroavai-
suuksien ja kahden ksylaanivasta-ainetunnistuksen puuttumisen vuoksi. Viljelmän ki-
tinaasi- tai CTL-geenien ilmenemisen kytköksestä kuusisolulinjan ulkopuolisen ligniinin 
tuotantoon ei saatu viitteitä. Vaikka mannaanit saattaisivat olla substraattivaihtoehto 
kuusisolukkoviljelmän kitinaaseille, kitinaasien kaltaisilla entsyymeillä on todennäköi-
sesti eri substraatti, josta nyt ei saatu havaintoja, eivätkä mannaanit, kitinaasit ja so-
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lunulkoinen ligniini välttämättä liity toisiinsa. Tosin kuusen ligniinin on tutkittu ristisito-
van kovalenttisesti kaksi havupuiden päähemiselluloosatyyppiä, ksylaanin ja galakto-
glukomannaanin, fenyyliglykosidi- ja bentsyylieetterisidoksin verkostoiksi niin, että lig-
niini toimii siltana hemiselluloosatyyppien välillä (Lawoko ym. 2006, Teleman 2009, La-
woko 2013, Giummarella ym. 2016). Oinonen ym. (2015) ovat ehdottaneet hemisellu-
loosa-ligniini -kompleksien muodostavan kovalenttisesti sitoutuneita rakenneyksiköitä 
lignifikaation varhaisvaiheessa. Erityisesti kitinaasien kaltaisten proteiinien on rapor-
toitu vaikuttaneen soluseinän muodostumiseen, selluloosan rakenteeseen ja ligniinin 
esiintymiseen, ja lituruohon AtCTL1- ja AtCTL2-geenien toiminnan merkitys ligniinin 
esiintymisessä on varmistunut (Johnston 2001, Zhong ym. 2002, Zhang ym. 2004, Hos-
sain ym. 2010, Wu ym. 2012, Mokshina ym. 2014). Kun kolmea lituruohon ektooppista 
lignifikaatiota aiheuttavaa eri geeneistä peräisin ollutta knock-out -mutanttia ja villityyp-
piä on verrattu keskenään, Atctl1-mutantilla on ollut soluseinän arabinoosin ja fukoosin 
määrä sekä ligniinin syringyyli/guaiasyyliyksikköjen suhde selvästi villityyppiä korkeampi 
ja ramnoosin määrä matalampi ja kokonaisligniinipitoisuus sama kuin villityypillä. Huo-
mattava yhtäläisyys mutanttien välillä on ollut ektooppisen ligniinin sijainti varren yti-
messä ja satunnaisesti nilan kuiduissa (Rogers ym. 2005). AtCTL1 ja -2-geenien arvellaan 
säätelevän myös selluloosan sijoittumista ja vuorovaikutusta hemiselluloosan kanssa si-
toutumalla syntyviin selluloosamikrofibrilleihin (Sanchez-Rodriguez ym. 2012). Molem-
milta AtCTL-proteiineilta tiedetään puuttuvan kitiinin sitomiseen ja kitinolyyttiselle ak-
tiivisuudelle tarvittavat aminohapot (Zhang ym. 2004), mutta proteiinien on todettu si-
toutuvan glukaanipohjaisiin polymeereihin in vitro. Kun Sanchez-Rodriguez ym. (2012) 
ovat tutkineet AtCTL-proteiinien sitoutumista eri substraatteihin, ne ovat sitoutuneet 
selkeästi voimakkaimmin puhtaaseen ksyloglukaaniin sekä lituruohon taimien solusei-
näfraktioihin, joiden päähemiselluloosana on ksyloglukaani. Sitoutumista on tapahtunut 
jonkin verran myös selluloosaan, kitiiniin ja kitosaaniin mutta ei lainkaan pektiineihin, 
arabinogalaktaaniproteiiniin tai ksylaaniin mannaanien puuttuessa kokeesta. Ksylo-
glukaania esiintyy todennäköisesti kaikkien putkilokasvien primäärisoluseinissä (Popper 
ja Fry 2004), ja se muodostaa selluloosakuitujen kanssa kanssa verkostoja, joiden olete-
taan säätelevän soluseinän löysyyttä ja solun muotoa (Carpita ja Gibeaut 1993, Hsieh ja 
Harris 2012, McCann ja Knox 2012). Koska lituruohon kitinaasin kaltaisten proteiinien 
oletetaan osallistuvan selluloosan ja hemiselluloosan vuorovaikutukseen selluloosakui-
tuihin sitoutuen (Sanchez-Rodriguez ym. 2012) ja lisäksi riisin CTL-proteiinin vaikuttavan 
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selluloosan biosynteesiin, soluseinän mekaaniseen kestävyyteen ja muokkaukseen (Wu 
ym. 2012 ja 2013), on mahdollista, että ksyloglukaani toimisi substraattina myös kuusen 
kitinaasien kaltaisille proteiineille. 
 
7 Johtopäätökset 
 
Tutkielma ei vielä sulje pois vaihtoehtoa, että tutkimusmateriaalina olleen kuusisoluvil-
jelmän viljelyalustaan erittyneet kitinaasit toimisivat patogeenikitiinin lisäksi myös jolla-
kin kuusen omalla hiilihydraattisubstraatilla, vaikka saadut tulokset eivät paljastaneet 
selkeää substraattikandidaattia. Valitun heterologisen tuottomenetelmän haittapuo-
lena oli Pichian tuottamien ylimääräisten glykosylaatioiden vaikutus proteiinien ominai-
suuksiin sekä toimivan puhdistusmenetelmän puute lopputuotteille, mikä vaikeutti ki-
tinolyyttisten entsyymien ominaisuuksien tarkastelua. 
 
Jotta saataisiin varmuus mannaanien toimimisesta tai toimimattomuudesta ki-
tinaasisubstraattina, olisi kitinaasia tuotettava P. pastoris -hiivassa uudelleen ilman His-
tag -rakennetta tai siirryttävä kokeilemaan kasviperäistä tuottoisäntää. Affiniteetti- ja 
kationinvaihtokromatografisen puhdistuksen jälkeen kitinaasi olisi vielä testattava hiili-
hydraattimikrokalvoanalyysilla kaikilla kolmella mannaanivasta-aineella. Puhdistettujen 
kitinaasien susbtraattivaihtoehtoja kuten mannaania voitaisiin testata myös kromogee-
nisin substraatein tai uudelleen anioninvaihto- ja ohutkerroskromatografialla, koska hii-
lihydraattimikrokalvoanalyysin toistettavuus ei vaikuttanut kovin varmalta. Kitinaasin 
kaltaiselle proteiinille olisi löydettävä Pichiaa sopivampi yliglykosyloimaton tuottoisäntä 
sekä puhdistusmenetelmä, jossa proteiinien yhteenliityminen voidaan välttää, ennen 
kuin sen substraattivaihtoehtojen testaus hiilihydrattimikrokalvoanalyysillä onnistuu. 
Viitteitä saatiin kuitenkin siitä, että sekä kuusisolukkoviljelmän kitinaasit että kuusi-
kitinaasien kaltaiset proteiinit osallistuvat johonkin kuusisolukon kehitykselliseen toi-
mintoon jokin kuusiperäinen polysakkaridi substraattinaan. 
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